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1.1.1 I Papillomavirus umani 
 
I Papillomavirus sono piccoli virus a DNA ampiamente distribuiti nel 
regno animale e hanno la caratteristica di essere strettamente tessuto-
specifici. Le regioni anatomiche coinvolte nell’infezione sono la cute 
oppure la mucosa. In particolare, questi virus mostrano un tropismo ristretto 
alle cellule del tessuto epiteliale (epiteli cutanei e mucosi di tipo squamoso) 
inducendo lesioni iperproliferative.  
I Papillomavirus appartengono alla famiglia dei Papillomaviridae e 
vengono suddivisi in 16 diversi generi in base alle proprietà biologiche e 
all’organizzazione del genoma. La maggior parte dei Papillomavirus umani 
(HPV) appartengono ai generi α, β e γ. Ciascun genere è suddiviso in 
specie e tipo, identificati in base a dati epidemiologici e di omologia di 
sequenza (De Villiers et al., 2004; Munger et al., 2004). Tale classificazione 
ha una valenza fisiopatologica: infatti, gli α-HPV provocano nell’uomo 
lesioni mucoso-cutanee nell’area genitale; i β-HPV e i γ-HPV provocano 
lesioni cutanee lievi o in forma latente, ma possono assumere andamento 
florido in condizioni d’immunosoppressione.  
Gli HPV infettano gli epiteli squamosi in differenti e specifici siti 
anatomici. L’epitelio anogenitale può essere infettato da circa 30 diversi 
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HPV; altri sono stati rilevati specificatamente nella mucosa orale 
(Longworth and Laimins, 2004a). Le infezioni del tratto genitale da parte 
degli HPV rappresentano una delle più comuni malattie a trasmissione 
sessuale. 
Come accennato all’inizio, i Papillomavirus umani possono essere 
classificati in HPV mucosali e cutanei (Munger et al., 2004). All’interno di 
ciascuno gruppo, gli HPV vengono suddivisi in “a basso rischio” o “ad alto 
rischio”, in base al grado di progressione maligna delle lesioni a cui sono 
associati (Munger et al., 2004). La maggior parte degli HPV sono “a basso 
rischio” e causano lesioni benigne localizzate che, anche se non trattate, non 
vanno incontro a trasformazione neoplastica. Al contrario, gli HPV “ad alto 
rischio” sono associati frequentemente con lo sviluppo di lesioni maligne. 
Tra gli HPV di tipo cutaneo, HPV-5 e HPV-8 sono classificati come “ad 
alto rischio”, in quanto sono associati con lo sviluppo della 
epidermodisplasia verruciforme (EV), una patologia molto rara della pelle 
che ha fornito le prime indicazioni sul contributo degli HPV alla 
tumorigenesi umana (Pass et al., 1977). 
Gli HPV di tipo mucosale a basso rischio, come HPV-6 e HPV-11, 
provocano verruche genitali (condilomi acuminati) (Munger et al., 2004). 
Gli HPV mucosali ad alto rischio causano, invece, lesioni intraepiteliali 
squamose che possono progredire in carcinoma cellulare squamoso di tipo 
invasivo (Munger et al., 2004). In particolare, alcuni tipi di HPV 
rappresentano gli agenti eziologici del cancro della cervice uterina, dal 
momento che circa il 99% di questi tumori risulta positivo per la presenza 
di DNA di HPV ad alto rischio (Walboomers et al., 1999). HPV-16 
rappresenta il sierotipo mucosale ad alto rischio prevalente, seguito da 
HPV-18, da HPV-31 ed altri (zur Hausen, 2002). 
Il cancro cervicale rappresenta uno dei tumori più diffusi nel mondo, con 
circa 470.000 nuovi casi diagnosticati ogni anno, ed è una delle principali 
cause di morte per cancro nelle donne (Parkin et al., 2001; Pisani et al., 
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2002). L’infezione del tratto genitale da parte degli HPV ad alto rischio può 
causare inizialmente delle lesioni di basso grado, indicate come displasia o 
neoplasia cervicale intraepiteliale (CIN) di grado I, che rappresentano le 
lesioni precursori del cancro cervicale (Hopfl et al., 2000). Tali lesioni 
presentano un differenziamento cellulare alterato e vengono di norma 
“riparate” dal sistema immunitario in meno di un anno (Jenson et al., 1991). 
Alcune di queste lesioni resistono al sistema immunitario e si mantengono 
per lunghi periodi, anche decenni. E’ generalmente accettato che la 
persistenza di un’infezione da parte degli HPV ad alto rischio rappresenta il 
fattore di rischio principale per lo sviluppo del cancro cervicale (zur 




1.1.2 Il ciclo biologico degli HPV 
 
Il ciclo vitale produttivo dei Papillomavirus è strettamente connesso al 
programma di differenziamento della cellula epiteliale ospite infettata, il 
cheratinocita. Ogni strato dell’epidermide rappresenta una fase differente 
del programma di differenziamento terminale del cheratinocita. Ad ogni 
stadio di tale programma troviamo una precisa fase del ciclo vitale del 
virus. La progressione dell’infezione virale è, quindi, funzione del 
programma di differenziamento delle cellule epiteliali squamose. 
La pelle è formata da vari strati. Lo strato più esterno, chiamato epitelio 
stratificato squamoso (o epidermide), è composto principalmente da 
cheratinociti che formano 4 strati morfologicamente distinti: germinativo, 
spinoso, granulare e corneo. 
Come mostrato in figura 1, lo strato germinativo è indicato come strato 
basale, poi, andando verso la zona più superficiale dell’epidermide, 
seguono quello spinoso, granulare e, infine, lo strato corneo. 
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Per poter stabilire con successo un’infezione persistente, il virus deve 
raggiungere, attraverso piccole ferite o abrasioni superficiali della mucosa 
dell’ospite, le cellule dello strato epiteliale basale (chiamate cheratinociti 
basali). Questo tipo di cellule sono caratterizzate da una spiccata attività 
proliferativa e sono, quindi, in grado di permettere la persistenza del virus. 
L’HPV penetra all’interno della cellula ospite dove permane in fase latente 
oppure può andare incontro a replicazione attiva portando alla sintesi di 
virus infettivi. Il periodo di incubazione (periodo che intercorre 
dall’infezione alla manifestazione delle lesioni cliniche) varia da pochi mesi 
ad oltre 2 anni. Comunque, molti individui possono rimanere per tutta la 
vita portatori sani del virus senza produrre mai lesioni cliniche apparenti. 
L’infezione viene identificata quando si riscontra il DNA del virus nello 
strato basale dell’epidermide, anche se, in tale stadio, non è 
patologicamente manifesta (non provoca lesioni clinicamente apprezzabili). 
La transizione dall’infezione virale latente alla fase vegetativa è correlata al 
processo di differenziamento che le cellule epiteliali subiscono durante la 
migrazione verso gli strati cellulari più superficiali. Dopo l’iniziale fase 
proliferativa, i cheratinociti basali entrano nella fase post-mitotica del loro 
ciclo, iniziano a differenziare e migrare verso lo strato spinoso e granulare e 
assumono una forma non vitale nello strato corneo (fig. 1).  
 
                 
Fig. 1. Organizzazionedell’epitelio in relazione all’infezione virale. 
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La differenziazione squamosa è un processo che porta ad un cambiamento, 
finemente regolato e coordinato, dell’espressione genica che include 
l’induzione di alcuni geni, quali quelli delle cheratine, e la repressione di 
altri, ad esempio i geni legati alla progressione del ciclo cellulare.  
Per assicurare la replicazione e il completamento del ciclo virale anche in 
queste cellule, gli HPV hanno sviluppato strategie per sovvertire il normale 
pathway della regolazione del ciclo cellulare della cellula infettata e hanno 
elaborato un sistema per disaccoppiare la proliferazione dal 
differenziamento cellulare (si veda paragrafo 1.1.5). 
La replicazione del DNA degli HPV avviene attraverso due diversi 
meccanismi che dipendono dallo stato di differenziamento della cellula 
ospite: 1) replicazione plasmidica e 2) replicazione vegetativa. 
Il primo si verifica nelle cellule proliferanti dello strato basale dell’epitelio. 
In queste cellule il DNA virale viene mantenuto stabilmente in forma 
episomale a copie multiple e si replica contemporaneamente al DNA 
cellulare (una volta per ciclo cellulare), venendo così trasmesso alle cellule 
figlie ad ogni divisione cellulare. In questa fase vengono espressi solamente 
i geni precoci del virus (E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7). A causa delle 
dimensioni ridotte del loro genoma (vedi paragrafo 1.1.3), questi virus non 
possono codificare la maggior parte degli enzimi necessari per la 
replicazione del loro DNA e di conseguenza utilizzano strutture e 
componenti cellulari dell’ospite. Questo tipo di replicazione assicura 
l’instaurarsi di un’infezione del virus persistente nelle cellule basali 
dell’epidermide. 
La replicazione vegetativa del virus, invece, avviene nelle cellule degli 
strati superiori dell’epitelio (strato granuloso). Queste cellule si trovano ad 
uno stadio di differenziamento avanzato e non si ha più la sintesi del DNA 
cellulare. Paradossalmente, si osserva ugualmente un’intensa replicazione 
del DNA virale (cioè si formano i DNA che verranno poi racchiusi nei 
capsidi della progenie virale), l’attivazione dell’espressione dei geni virali 
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tardivi, la sintesi di proteine capsidiche e l’assemblaggio dei virioni. La 
formazione della progenie virale completa è presente solo nello strato più 
esterno dell’epitelio (strato corneo) e i virus assemblati sono espulsi 
nell’ambiente esterno quando le cellule epiteliali si desquamano. Di 
conseguenza il virus è trasmesso principalmente attraverso contatto diretto. 
Il ciclo biologico degli HPV ad alto e basso rischio differisce in modo 
significativo. L’infezione e la conseguente lesione provocata da parte di 
questi due tipi di HPV dipende dal comportamento del genoma virale 
all’interno della cellula infettata. Il genoma di HPV può esistere in due stati 
differenti: come episoma o integrato nel genoma dell’ospite. La forma 
episomiale del virus, che è associata con la fase di latenza (caratterizzata da 
1-2 copie del genoma virale per cellula) o con la fase vegetativa 
(caratterizzata invece da 100-300 copie), è stata osservata nelle lesioni a 
basso grado o nelle lesioni della neoplasia intraepiteliale premaligna (CIN). 
Il mantenimento del genoma in forma episomiale è una fase critica del ciclo 
vitale di HPV e dell’infezione persistente. Al contrario, la forma integrata 
nel genoma ospite, in singola copia o in strutture multicopie ripetute in 
tandem, è osservata nelle lesioni ad alto grado e nel carcinoma cervicale 
invasivo. Tale integrazione, riscontrabile solo nel caso di HPV ad alto 
rischio, determina un’interruzione del ciclo di crescita del virus e implica la 
distruzione di una parte del genoma virale e alterazioni geniche cellulari. In 
particolare, nel genoma virale si ha la perdita della regione genica compresa 
tra i geni E1 ed E2 con conseguente mancata trascrizione dei geni tardivi 
(codificanti per le proteine strutturali) e trascrizione incontrollata dei geni 
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1.1.3 Il genoma di HPV 
 
I Papillomavirus umani (HPV) sono piccoli virus privi di involucro 
esterno, con un capside icosaedrico di 55 nm di diametro, a simmetria 
apparentemente sferica, privo di rivestimento lipoproteico e formato dal 
ripetersi di due proteine strutturali (L1 e L2). Il virione contiene un genoma 
costituito da DNA a doppio filamento circolare delle dimensioni di circa 
8000 paia di basi (De Villiers et al. 2004). Tale genoma viene replicato 
all’interno del nucleo delle cellule ospiti infettate (Longworth and Laimins, 
2004b) ed è stato trovato associato con gli istoni cellulari, a formare 
complessi simili alla cromatina (Howley, 1996). 
Il genoma di tutti i tipi di HPV contiene otto “open reading frames” (ORF) 
che vengono trascritti come messaggeri policistronici utilizzando come 
stampo sempre lo stesso filamento di DNA (Fehrmann and Laimins, 2003). 
Il genoma può essere suddiviso in tre parti: una regione precoce (“early”, E) 
della lunghezza di circa 4 kb, codificante per le proteine non strutturali (E1, 
E2, E4, E5, E6 ed E7), una regione tardiva (“late”, L) di circa 3 kb, 
codificante per le due proteine del capside (L1 e L2) e una regione di 
controllo non codificante (LCR) di circa 1 kb, posizionata tra i geni L1 ed 
E6, contenente sequenze cis-agenti che regolano la replicazione e 
l’espressione virali (fig. 2). 
Negli HPV ad alto rischio la trascrizione inizia a partire da due promotori 
virali, uno precoce e uno tardivo. Il promotore precoce si trova a monte 
dell’ORF per la proteina E6, codifica per le proteine virali precoci ed è 
espresso prima della replicazione produttiva (Longworth and Laimins, 
2004b). In concomitanza con l’induzione della replicazione e della sintesi di 
nuovi virioni, viene attivato un promotore tardivo che consente 
l’espressione delle proteine tardive da una serie di siti eterogenei situati 
vicino al nucleotide 742 (P742) in HPV-31 (Hummel et al., 1992). Promotori 
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simili sono stati identificati anche in HPV-16 e in HPV-18 (Frattini et al., 
1997; Grassman et al., 1996). 
 
 







1.1.4 Le proteine E1, E2, E4 ed E5 
 
La proteina E1 ha una dimensione di circa 68 kDa e viene espressa a 
bassi livelli nelle cellule HPV-positive. La sua funzione è di riconoscere e 
legare l’origine di replicazione in quanto mostra un’attività ATPasica ed 
elicasica 3’-5’ (Hughes and Romanos, 1993; Seo et al., 1993; Yang et al., 
1993). E1 riconosce le sequenze ricche di AT delle origini di replicazione 
degli HPV che sono localizzate in prossimità del promotore precoce 
(Frattini and Laimins, 1994; Muller et al., 1997). La proteina E1 mostra 
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un’iniziale bassa specificità di legame con tali sequenze; tale legame viene 
rafforzato dalla formazione di un complesso con la proteina E2 (Frattini and 
Laimins, 1994; Dixon et al., 2000; Lu et al., 1993). I siti di legame di E2 
sono adiacenti alle sequenze di riconoscimento di E1. E2 consente il 
corretto posizionamento di E1 sul sito di origine. Una volta legate al sito 
attraverso l’azione di E2, le proteine E1 formano esameri che presentano 
un’alta affinità per il DNA (Sedman and Stenlund, 1998). 
Le proteine E1 sono in grado di legare l’enzima DNA polimerasi α della 
cellula ospite e di indurre il reclutamento dei complessi di replicazione 
cellulari nell’origine di replicazione virale (Conger et al., 1999; Masterson 
et al., 1998).  
La proteina E2, di circa 50 kDa, regola sia la replicazione del DNA virale 
che la trascrizione dei geni virali (Laimins, 1998). E2 è attiva solamente in 
forma dimerica. Tali dimeri legano sequenze consensus palindromiche 
(ACCN6GGT), denominate siti di legame per E2 (E2BS) (Laimins, 1998). 
Tre di questi siti fiancheggiano le sequenze di riconoscimento di E1 
nell’origine di replicazione (Howley, 1996).  
Nel corso dell’infezione, la trascrizione dei geni precoci è regolata 
principalmente da fattori di trascrizione cellulari, quali TFIID e Sp1, che si 
legano a sequenze nella regione regolatoria virale (Steger and Corbach, 
1997). In particolare, TFIID e Sp1 si legano alle sequenze E2BS presenti 
nel promotore precoce del genoma virale e attivano la trascrizione dei geni 
precoci, tra i quali E2. Espressa ad alti livelli, E2 reprime la propria 
trascrizione mediante un meccanismo di feedback negativo, in quanto si 
instaura una competizione di legame per le sequenze E2BS tra E2 e i fattori 
di trascrizione cellulari (Demeret et al., 1997). Questa regolazione 
dell’espressione virale consente di monitorare e controllare il numero di 
copie virali nelle cellule indifferenziate. Nel corso del differenziamento 
cellulare viene, invece, attivato il promotore tardivo del genoma virale, che 
non è sotto il controllo di E2. Il conseguente aumento dell’espressione di E1 
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e E2 porta all’amplificazione del numero di molecole di DNA virale 
(Klumpp and Laimins, 1999). 
Le proteine E4 ed E5 vengono sintetizzate principalmente nelle fasi tardive 
del ciclo vitale del virus. E4 rappresenta la proteina maggiormente espressa 
tra tutte le proteine degli HPV (Howley, 1996). Il gene E4 è contenuto 
interamente all’interno della sequenza del gene E2 con una diversa fase di 
lettura. Si ritiene che la proteina E4 svolga una funzione di sostegno del 
citoscheletro cellulare durante la fase produttiva del ciclo virale: infatti, la 
ridotta disponibilità di proteine cellulari strutturali rischia di causare il 
collasso cellulare (Doorbar et al., 1991). Dati recenti indicano un 
coinvolgimento di E4 nei processi di regolazione virale basati sulla 
cooperazione di tale proteina con altre proteine virali (Roberts, 2006). 
La proteina E5 degli HPV è una piccola proteina idrofobica (16 kDa) le cui 
funzioni non sono del tutto note. È localizzata nelle membrane endosomiali, 
nell’apparato del Golgi e, meno frequentemente, a livello delle membrane 
cellulari (Conrad et al., 1993). Nei Papillomavirus dei bovini (BPV), E5 
rappresenta la principale proteina con attività trasformante. Si associa con le 
membrane intracellulari e trasforma le cellule attivando recettori tirosina-
chinasici, come il recettore β per il fattore di crescita derivato dalle piastrine 
(PGDF), attraverso un meccanismo indipendente dal ligando (DiMaio and 
Mattoon, 2001). La proteina E5 degli HPV presenta una certa omologia con 
la sua controparte dei BVP, ma interagisce con diversi bersagli cellulari. 
Evidenze sperimentali suggeriscono che E5 sia in grado di interagire con la 
subunità 16k pompa protonica (V-ATPasi) lisosomiale bloccandone 
l’attività con conseguente alcalinizzazione del lisosoma. Tale fenomeno può 
determinare la mancata degradazione lisosomiale del recettore per l’EGF 
(fattore di crescita epidermico) e di conseguenza una continua attivazione 
del pathway dell’EGF (DiMaio and Mattoon, 2001). Nonostante la mancata 
espressione di E5 alteri il ciclo vitale degli HPV ad alto rischio (Fehrmann 
et al., 2003), l’espressione di tale proteina non è generalmente rilevata nei 
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cancri cervicali caratterizzati dall’integrazione del genoma virale. Tale 





1.1.5 La proteina E6 
 
La proteina E6 di tutti gli HPV è costituita da circa 151 aminoacidi e 
presenta due domini zinc-finger con i motivi Cys-X-X-Cys. E6 è uno dei 
principali oncogeni del virus e viene espressa precocemente nel corso del 
ciclo virale. Può causare immortalizzazione cellulare e, con l’ausilio di E7, 
può condurre alla trasformazione cellulare. Studi in vivo e in vitro hanno 
mostrato che E6 induce importanti cambiamenti nella cellula ospite quali 
iperproliferazione delle cellule epiteliali, una parziale inversione del 
processo di differenziamento negli strati epiteliali, formazione di tumori 
benigni e maligni. Inoltre, l’interazione di E6 con diversi fattori cellulari 
durante il ciclo virale può inibire l’attivazione del programma apoptotico 
cellulare, alterare il macchinario di trascrizione cellulare, interferire 
nell’interazione cellula-cellula e aumentare il “life-span” della cellula. 
La principale azione anti-apoptotica del virus viene esplicata attraverso il 
legame di E6 con la proteina cellulare p53, noto regolatore del processo 
apoptotico. E6 si lega a p53 attraverso un complesso ternario con una ligasi-
ubiquitina, E6AP (Huibregtse et al., 1991). Tale complesso induce 
l’ubiquitinazione e la degradazione di p53 mediante il proteosoma 26S. Ciò 
porta a una riduzione della vita media di p53 che passa da alcune ore a 
meno di 20 minuti nei cheratinociti infettati (Haubbert et al., 1992).  
E6 è in grado di regolare negativamente l’attività di p53 anche in modo 
indiretto, attraverso la sua associazione con p300/CBP, un coattivatore di 
p53 (Zimmermann et al., 1999).  
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Questo rapido turnover di p53, proteina fondamentale nella regolazione dei 
“checkpoint” del ciclo cellulare nelle transizioni fra le fasi G1/S e G2/M, ha 
come risultato l’alterazione di questi controlli, portando a duplicazioni 
cromosomiche e anomalie centrosomali (Thompson et al., 1997). E6 è in 
grado di inibire l’apoptosi anche attraverso un pathway p53-indipendente, 
caratterizzato dall’interazione di E6 con Bak, un membro pro-apoptotico 
della famiglia Bcl-2. Quest’interazione causa la degradazione ubiquitina-
dipendente di Bak, attraverso il reclutamento della ligasi ubiquitina E6-AP.  
Inoltre, è stato dimostrato che la proteina E6 è in grado di interagire e 
causare la degradazione ubiquitina-dipendente di FADD (“Fas-Associated 
Death Domain”), una proteina importante per l’innesco del processo 
apoptotico estrinseco (Filippova et al., 2004). 
La proteina E6 dei ceppi ad alto rischio è in grado di attivare l’espressione 
della subunità catalitica della telomerasi, hTERT (Klingelhutz et al., 1996). 
La telomerasi è un enzima a quattro subunità che aggiunge nucleotidi alle 
estremità telomeriche dei cromosomi. L’attività della telomerasi è ristretta 
di solito alle cellule embrionali, mentre è assente o molto ridotta nelle 
cellule somatiche. La mancanza di una cospicua attività di questo enzima 
produce un accorciamento progressivo dei telomeri nel corso delle divisioni 
cellulari con induzione finale della senescenza (Liu et al., 1999). Nella 
maggior parte dei tumori si verifica la riattivazione dell’espressione di 
hTERT che porta alla ricostituzione dell’attività della telomerasi e 
conseguente (Liu et al., 1999). E6 sembra attivare la trascrizione di hTERT 
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1.1.6 La proteina E7 
 
La proteina E7 è stato il primo oncogene degli HPV ad essere scoperto ed è 
la principale responsabile dell’attività trasformante degli HPV ad alto 
rischio. Le proteine E7 di tutti gli HPV sono piccoli polipeptidi acidi di 98 
aminoacidi e sono attive in forma dimerica. Il basso livello cellulare di E7 
riscontrato è una conseguenza della sua vita media relativamente corta 
(meno di 2h) (Smotkin and Wettstein, 1987). La struttura della proteina E7 
è caratterizzata da tre regioni conservate, indicate come CR1 (aa 1-15), CR2 
(aa 16-37) e CR3 (aa 38-98), basate su l’omologia di sequenza con la 
proteina E1A di Adenovirus (fig. 3). L’estremità amino-terminale di E7 
contiene una regione di 37 aminoacidi che presenta un’elevata omologia di 
sequenza con una piccola porzione della regione conservata 1 (CR1) e con 
l’intera regione conservata 2 (CR2) della proteina E1A di Adenovirus (Ad) 
e con le sequenze corrispondenti degli antigeni tumorali “large” (T Ag) dei 







Fig. 3.  Rappresentazione schematica dei domini funzionali di E7. 
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La porzione carbossi-terminale non presenta una significativa omologia di 
sequenza con le corrispondenti regioni in E1A o SV40, nonostante 
condivida con tali proteine due domini zinc-finger Cys-X-X-Cys coinvolti 
nei processi di dimerizzazione della proteina (Clemens et al., 1995; 
McIntyre et al., 1993) e nell’interazione con molte proteine cellulari 
dell’ospite.  
Il principale target intracellulare legato da E7 è la proteina del 
retinoblastoma, pRb. Le sequenze della regione CR1 sono necessarie per la 
trasformazione cellulare in quanto causano la degradazione di pRb, anche 
se non contribuiscono direttamente al legame di pRb. L’importanza di 
questa regione è stata dimostrata con esperimenti di mutagenesi mirata che 
aboliscono molte delle proprietà biologiche della proteina, senza interferire 
con la sua capacità di legare pRb (Brokaw et al., 1994; Phelps et al., 1992).  
La regione CR2 contiene il dominio di legame a pRb, con il motivo centrale 
LXCXE (Dyson et al., 1989) (fig. 3), necessario per la trasformazione 
cellulare, e la sequenza consenso per la casein chinasi II (CKII). 
Le proteine E7 degli HPV non presentano alcuna attività enzimatica 
intrinseca conosciuta. Sono delle fosfoproteine (Smotkin and Wettstein, 
1987) e contengono due siti consenso, gli aminoacidi serina 31 e 32 della 
porzione amino-terminale, per la fosforilazione da parte della casein chinasi 
II (CKII) (Barbosa et al., 1990). E’ stato descritto un sito addizionale di 
fosforilazione all’estremità carbossi-terminale, ma non è nota la proteina 
chinasi deputata a tale modificazione post-traduzionale (Massimi and 
Banks, 2000). 
Studi di immunofluorescenza hanno dimostrato che le proteine E7 degli 
HPV sono anche nucleari (Greenfield et al., 1991). La sequenza di E7 non 
presenta la tipica sequenza di internalizzazione nucleare e il meccanismo di 
importo nucleare di queste proteine non è stato delucidato. Sono state 
descritte un certo numero di proteine cellulari non nucleari in grado di 
interagire con E7, facendo supporre che, almeno in certe condizioni, una 
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frazione di E7 possa risiedere nel citoplasma (Smotkin and Wettstein, 
1987). In alcuni tipi cellulari E7 è stata rilevata anche in strutture nucleolari 
(Zatsepina et al., 1997).  
Come accennato nel paragrafo 1.1.2, gli HPV, ma anche gli Adenovirus e i 
Poliomavirus come SV40, per poter replicare il loro genoma necessitano del 
macchinario per la replicazione del DNA della cellula ospite. Naturalmente 
tale macchinario è disponibile solo durante la fase S del ciclo cellulare e, 
quindi, risulta attivo solo in cellule proliferanti. Poiché questi virus si 
replicano anche in cellule non proliferanti, quali quelle differenziate degli 
strati superficiali dell’epidermide, ne consegue che il virus deve essere in 
grado di stimolare cellule, programmate a differenziare, a rientrare nel ciclo 
cellulare e progredire nella fase S. Una conseguenza di questa prolungata 
stimolazione è la mancata entrata nella fase di senescenza della cellula e, 
conseguentemente, l’immortalizzazione cellulare, come osservato in 
cheratinociti primari in coltura infettati da alcuni tipi di HPV. Di 
conseguenza, il completamento del ciclo virale e un’efficace replicazione 
riproduttiva virale dipende dalla capacità del virus di forzare la cellula 
ospite ad entrare nuovamente nella fase S anche in presenza di segnali anti-
proliferativi. Questa sembra essere la principale funzione della proteina E7, 
interferendo nell’attività della proteina del retinoblastoma (pRb), nota per 
avere un’attività soppressiva della crescita cellulare e dello sviluppo di 
tumori (oncosoppressore). 
I segnali che inducono il differenziamento, la privazione di fattori di 
crescita, l’inibizione da contatto, il danno al DNA o altre condizioni che 
provocano l’arresto della crescita confluiscono nel pathway delle proteine 
della famiglia RB. Il risultato è l’arresto della cellula nella fase G1 o, in 
alcuni casi, l’uscita dal ciclo cellulare e l’ingresso in G0 (stato di 
quiescenza). Studi biochimici mostrano che E7 si associa con le proteine 
della famiglia RB (pRb, p107, p130), con le istone deacetilasi (HDAC), con 
i fattori di trascrizione AP-1, con le proteine TBP (proteine leganti il 
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TATA-box), con le cicline, con le chinasi dipendenti dalle cicline (Cdk), 
con gli inibitori delle Cdk (Icdk) (Munger et al., 2004). Tali associazioni 
rappresentano alcune delle probabili vie attraverso le quali E7 perturba il 
ciclo cellulare causando un aumento della proliferazione, 
l’immortalizzazione e la trasformazione della cellula infettata (Munger et 
al., 2004). 
Le proteine della famiglia RB, dette anche “pocket proteins” (pRb, p107 e 
p130), giocano un ruolo centrale nella regolazione del ciclo cellulare 
eucariotico (Dyson et al., 1998). Nella forma attiva, regolano negativamente 
il ciclo inibendo l’entrata della cellula nella fase S (Dyson et al., 1998). 
Sono chiamate proteine “pocket” per la presenza nella struttura 
tridimensionale di una “tasca” di legame conservata attraverso la quale 
legano fattori cellulari, come i fattori di trascrizione della famiglia E2F 
(Dyson et al., 1998). Le oncoproteine virali, tra le quali E7, riconoscono e si 
legano a tale dominio. I membri della famiglia E2F solitamente 
eterodimerizzano con un partner di legame (i membri della famiglia DP) 
formando un attivatore trascrizionale di geni coinvolti nella progressione 
del ciclo cellulare, quali le cicline A ed E, nella sintesi del DNA, quali la 
DNA polimerasi α e la timidina chinasi, nell’apoptosi ed in altri processi 
cellulari (Cam et al.,2003). La proteina pRb interagisce con E2F1, E2F2 e 
E2F3 inibendo la loro funzione (Dyson et al., 1998). Oltre a legarsi al 
dominio di attivazione trascrizionale dei fattori E2F, pRb recluta anche 
fattori di rimodellamento della cromatina, come ad esempio la istone 
deacetilasi 1 (HDAC-1), per reprimere ulteriormente la trascrizione 
dipendente da E2F (Brehm et al., 1998).  
Il livello di espressione dei membri della famiglia pRb differisce durante la 
transizione delle fasi G0/G1/S del ciclo cellulare. In particolare, pRb è 
espresso costitutivamente attraverso tutte le fasi del ciclo cellulare, p107 
viene sintetizzato prevalentemente durante la fase S mentre p130 è 
prevalente nella fase G0. Questa osservazione suggerisce che le proteine 
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“pocket” possano regolare vari geni target di E2F a differenti tempi durante 
la transizione delle fasi G0/G1/S (Classon and Dyson, 2001).  
La regolazione di pRb mediante fosforilazione è la più nota: nella fase G1 
precoce pRb, nelle sue forme ipofosforilate, può legarsi ai fattori di 
trascrizione E2F e impedire a quest’ultimo di attivarsi attraverso la 
dimerizzazione con DP. In tal modo pRb riesce a reprimere efficacemente 
la trascrizione dei geni controllati da E2F. In seguito a stimoli proliferativi, 
nel corso della progressione della cellula dalla fase G1 a quella S del ciclo 
cellulare, pRb viene progressivamente iperfosforilato dai complessi ciclina-
chinasi, provocando il rilascio della proteina dal legame col fattore E2F, il 
quale può così attivare la trascrizione dei geni coinvolti nella sintesi del 
DNA e nella progressione del ciclo cellulare (Dyson et al., 1998).  
Lo scopo principale dell’inattivazione della famiglia RB da parte delle 
oncoproteine virali, quali E7, è quello di attivare la trascrizione dei geni 
regolatori del ciclo cellulare e della sintesi del DNA controllati da E2F, in 
modo da stabilire un ambiente permissivo per la replicazione virale (Helt 
and Galloway, 2003).  
La regione CR2 di E7 si lega a pRb e agli altri membri della famiglia RB 
(p107 e p130) attraverso il motivo di sequenza LXCXE. E7 di HPV-16 si 
lega preferenzialmente alle forme ipofosforilate di pRb, specifiche delle fasi 
G0/G1 (Dyson et al., 1992). Legando pRb nello stato ipofosforilato, E7 
sequestra la proteina dal legame con i complessi dimerici E2F/DP1, col 
risultato di un’attivazione costitutiva dei geni controllati da E2F/DP1. 
Come accennato prima, l’abolizione della funzione di pRb promuove la 
progressione del ciclo cellulare nelle cellule epiteliali differenziate, 
consentendo la fase di replicazione produttiva dei geni HPV (Chellappan et 
al., 1992). Coerentemente con questo modello, una mutazione nel dominio 
LXCXE di E7 impedisce il completamento del ciclo vitale degli HPV e 
annulla la sua attività trasformante (Flores et al., 2000) Oltre al dominio 
LXCXE, la capacità delle proteine E7 degli HPV ad alto rischio di 
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destabilizzare le ”pocket proteins” richiede la presenza di altre sequenze 
all’interno del dominio CR1: infatti, mutazioni in tale dominio ne annullano 
la sua funzione trasformante. Di conseguenza, la capacità delle proteine E7 
degli HPV ad alto rischio di destabilizzare le proteine “pocket” è critica per 
la trasformazione cellulare (Helt and Gallaway, 2001; Jones and Munger, 
1997).  
Dati sperimentali indicano che E7 è in grado di destabilizzare pRb 
promuovendo la sua proteolisi attraverso un meccanismo di ubiquitinazione 
e degradazione proteosomale (Boyer et al., 1996). La trasformazione 
cellulare ad opera di E7 sembra essere strettamente correlata alla sua abilità 
di degradare pRb (Jones and Munger, 1997). Sembra che sia la 
degradazione di pRb, e non il legame a quest’ultima, necessario alla 
completa inattivazione della funzione di pRb (Gonzalez et al., 2001). Un 
ruolo nella funzione di E7 di HPV-16 (ceppo ad alto rischio) di distruggere 
il complesso pRb/E2F è attribuito anche a sequenze all’estremità carbossi-
terminale di E7. 
Le proteine E7 degli HPV a basso rischio hanno anch’esse la capacità di 
associarsi con pRb, ma con un’affinità molto ridotta rispetto al legame tra 
E7 degli HPV ad alto rischio e pRb. Le proteine E7 degli HPV ad alto e a 
basso rischio contengono aminoacidi simili, ma non identici, nel dominio 
CR2 che media il legame a pRb (Ciccolini et al., 1994). Un singolo 
cambiamento aminoacidico nel sito di legame di pRb delle proteine E7 
degli HPV a basso rischio può portare ad una maggiore affinità di legame 
per pRb e all’acquisizione della capacità di trasformare cellule di roditore 
(Heck et al., 1992; Schmitt et al., 1994). Quindi la capacità di legare con 
affinità più o meno alta pRb è verosimilmente discriminante ai fini 
dell’oncogenicità di E7. Tuttavia, per esempio, la proteina E7 di HPV-1, un 
tipo virale associato con l’insorgenza di verruche plantari e quindi 
classificato come a basso rischio, lega i membri della famiglia RB con alta 
affinità, ma non è ugualmente in grado di attivare i geni inducibili da E2F o 
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di trasformare cellule di roditore (Heck et al., 1992; Schmitt et al., 1994). 
Tale proteina E7 non è in grado di degradare la proteina pRb e ciò 
contribuisce alla sua incapacità di attivare i geni regolati da E2F. Quindi, 
anche se il legame di pRb da parte di E7 è molto importante, altri fattori 
possono contribuire al ruolo di E7 nella trasformazione e immortalizzazione 
(Schmitt et al., 1994; Ciccolini et al., 1994).  
E’ interessante osservare che il dominio CR2, che contiene il sito di legame 
ad alta affinità per la proteina pRb, non è necessario per 
l’immortalizzazione dei cheratinociti umani primari infettati con l’interno 
genoma di HPV, suggerendo che l’interazione con pRb può essere 
dispensabile nel generare questo fenotipo (Jewers et al., 1992). Mutazioni 
nel motivo “zinc finger” nella regione CR3 di E7, invece, causano la 
completa perdita della capacità di immortalizzazione (Jewers et al., 1992). 
Da ciò consegue che l’inattivazione delle “pocket proteins” mediata da E7 
non è sufficiente per giustificare la sua funzione di immortalizzazione e 
trasformazione cellulare. Queste osservazioni hanno indotto la ricerca di 
interazioni, indipendenti da pRb, che coinvolgano E7 ed altri fattori 
cellulari e che potrebbero risultare altrettanto necessarie ed essenziali per 
l’immortalizzazione cellulare (McMurray et al., 2000).  
Come descritto all’inizio di questo paragrafo, l’oncoproteina E7 degli HPV 
ad alto rischio presenta, oltre a pRb, altri target cellulari che sono rilevanti 
per la trasformazione cellulare. Le proteine E7 possono associarsi con le 
cicline A e E e con gli inibitori delle chinasi ciclina-dipendenti (Cdk), 
p21CIP e p27KIP1. Dal momento che i complessi ciclica/chinasi guidano la 
progressione del ciclo cellulare fosforilando la proteina pRb, non sorprende 
che la proteina E7 agisca incrementando l’attività di queste proteine. Le 
proteine E7 degli HPV ad alto rischio legano direttamente i complessi 
ciclina A/Cdk2 mantenendo alta la loro attività chinasica (McIntyre et al., 
1996). Le proteine E7 degli HPV ad alto rischio agiscono anche 
incrementando i livelli delle proteine ciclina A e E, mentre le proteine E7 
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degli HPV a basso rischio non hanno tale effetto (Martin et al., 1998). Studi 
effettuati utilizzando la proteina E7 degli HPV ad alto rischio hanno 
dimostrato la capacità di questa proteina di sopprimere le attività degli 
inibitori delle chinasi ciclina-dipendenti (CKI), come p21CIP1 (Funk et al., 
1997; Jones et al., 1997) e p27KIP1 (Zerfass-Thome et al., 1996). Dal 
momento che queste proteine rappresentano dei regolatori critici 
dell’arresto del ciclo cellulare durante il differenziamento dei cheratinociti 
(Missero et al., 1996), la loro inibizione da parte di E7 può contribuire al 
mantenimento di un ambiente cellulare competente alla replicazione virale 
nelle cellule epiteliali differenziate dell’ospite. Recentemente, è stato 
dimostrato che l’inattivazione sia della proteina pRb che di p21 è necessaria 
per prevenire l’arresto del ciclo cellulare (Cheng et al., 1995). 
E7 sembra avere un effetto pleomorfo sui pathway apoptotici cellulari, 
dipendente dal tipo cellulare analizzato e dalla natura dello stimolo pro-
apoptotico indotto (Finzer et al., 2002; Garnett and Duerksen-Hughes, 
2006). In alcuni studi è stato osservato un ruolo anti-apoptotico da parte di 
E7 (Magal et al., 1998; Yuan et al., 2005; Severino et al., 2007) mentre in 
altri la cellula infettata è risultata più sensibile all’apoptosi (Stöppler et al., 
1998; Thompson et al., 2001; Kaznelson et al., 2004; Simbulan-Rosenthal 




1.1.7 Meccanismi molecolari del ciclo vitale 
 
Il ciclo vitale dei Papillomavirus può essere schematizzato in tre stadi 
successivi: 1) l’entrata del virus nelle cellule dello strato basale 
dell’epidermide e la replicazione del genoma virale; 2) il mantenimento del 
suo genoma come episoma nelle cellule epiteliali basali e 3) 
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l’amplificazione del genoma, l’espressione dei geni tardivi e l’assemblaggio 
dei nuovi virioni nei cheratinociti differenziati. 
Si ritiene che l’infezione da parte dei Papillomavirus si verifichi attraverso 
microtraumi nell’epitelio, che espongono le cellule dello strato basale 
all’ingresso dei virus. La specificità dei Papillomavirus nei confronti delle 
cellule epiteliali potrebbe far pensare all’esistenza di un recettore specifico, 
ma non sono stati ancora identificati né il recettore cellulare né alcun 
potenziale ligando specifico sul capside virale. Primi esperimenti 
attribuivano alle integrine α6-β4 un ruolo chiave come recettori cellulari 
per l’entrata del virus (Sibbet et al 2000) ma, come è noto, queste proteine 
di membrana non si trovano esclusivamente nelle cellule epiteliali. 
Un'ipotesi alternativa prevede che il virus penetri in modo aspecifico nelle 
cellule con cui viene a contatto e solo nelle cellule epiteliali trovi l'ambiente 
favorevole per il decorso del suo ciclo vitale.  
Una volta penetrato all'interno della cellula, probabilmente con un 
meccanismo di endocitosi, il genoma virale raggiunge il nucleo e viene 
mantenuto in forma episomale. Tale stato è associato con l’attivazione della 
trascrizione dei geni precoci virali e conseguente produzione delle proteine 
di replicazione E1 e E2, le prime ad essere espresse, e delle oncoproteine 
E5, E6 ed E7 (Fehrmann and Laimins, 2003). Come accennato nel 
paragrafo 1.1.2, la proteina E2 gioca un ruolo fondamentale nel regolare la 
trascrizione virale a partire dal promotore precoce (Laimins, 1998). Dal 
momento che i fattori di replicazione E1 e E2 sono espressi anch’essi a 
partire dal promotore precoce, la capacità di E2 di regolare espressione 
genica a livello del promotore precoce contribuisce al controllo del numero 
di copie virali nelle cellule indifferenziate. Nelle cellule destinate al 
rinnovamento dello strato basale della cute, il DNA virale viene replicato, 
sotto controllo cellulare, durante la fase S in sincronia con il genoma della 
cellula ospite (una volta per ciclo cellulare). In questo modo si assicura 
un'infezione persistente nelle cellule basali.  
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L’inizio e il processo di differenziamento cellulare in atto nei cheratinociti 
rappresenta un problema per il virus, dal momento che gli HPV non 
codificano, a parte E1 ed E2, gli altri enzimi e proteine necessarie per la 
replicazione del DNA. Di conseguenza la produzione dei genomi virali 
dipende criticamente dal macchinario di sintesi del DNA cellulare della 
cellula ospite che durante il differenziamento cessa di funzionare (Munger 
et al., 2001). Negli epiteli normali non infettati i cheratinociti escono dal 
ciclo cellulare non appena lasciano lo strato basale e si assiste alla perdita 
dei nuclei nelle cellule soprabasali. Le cellule terminalmente differenziate 
sono, quindi, intrinsecamente incompetenti a supportare la sintesi del 
genoma virale. Quindi il virus necessita di stimolare la progressione dalla 
fase G1 a quella S del ciclo cellulare a dispetto di una cellula programmata 
a differenziare terminalmente, in modo da produrre l’ambiente corretto per 
la replicazione virale (McMurray et al., 2000). Tuttavia, il virus richiede 
nello stesso tempo un certo livello di differenziamento cellulare per la 
replicazione e per l’assemblaggio delle particelle virali infettive, dal 
momento che il promotore tardivo, che regola gli mRNA che codificano per 
le proteine del capside, viene attivato soltanto nelle cellule parzialmente 
differenziate.  
I prodotti dei geni virali svolgono diversi compiti. La proteina E5, esaltando 
la risposta all’EGF e ad altri fattori di crescita, sottopone la cellula ad uno 
stimolo proliferativo. La proteina E6, tramite l’interazione con p53 e la 
successiva degradazione di quest’ultima, sopprime il blocco in G1 inibendo 
le attività di sorveglianza sull’integrità genomica e di attivazione della via 
apoptotica. La proteina E7, mediante l’interazione con pRb, rimuove 
l’inibizione della trascrizione di geni necessari per il ciclo cellulare 
promuovendo cosi la transizione G1/S (fig. 4). Di conseguenza, gli HPV 
codificano funzioni che creano e mantengono un ambiente cellulare 
competente alla replicazione anche nei cheatinociti differenziati (Munger et 
al., 2001). Quindi il virus esprime precocemente, negli strati basali e 
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soprabasali, proteine le cui attività tendono a stimolare la progressione dalla 
fase G1 a quella S (McMurray et al., 2000). Di conseguenza, le cellule 
infettate con gli HPV che hanno lasciato lo strato basale rimangono attive 
nel ciclo cellulare grazie all’azione concertata di tali proteine di HPV, con 
un ruolo essenziale svolto da E7 (Cheng et al., 1995). Tale ingresso nella 
fase S ha come risultato l’amplificazione dei genomi virali fino a migliaia 
di copie per cellula. La presenza della proteina E7 porta alla caratteristica 
ritenzione dei nuclei attraverso tutti gli strati degli epiteli infettati (Cheng et 
al., 1995). Il risultato finale è il disaccoppiamento della progressione della 
fase G1/S del ciclo cellulare dal differenziamento, col risultato di ottenere 
cellule in fase di differenziamento, ma con nuclei in piena fase S.  
Contemporaneamente all’amplificazione del DNA virale vi è la sintesi delle 
proteine E1, E4 e delle proteine del capside L1 ed L2, utilizzate per 
l’assemblaggio dei virioni infettivi. Nelle cellule terminalmente 
differenziate, il virus si replica producendo un alto numero di copie, 
vengono espressi i geni tardivi e viene prodotta la progenie virale 
(Fehrmann and Laimins, 2003). Successivamente, i virioni vengono 
rilasciati nell’ambiente mentre lo strato superiore dell’epitelio viene liberato 
(Fehrmann and Laimins, 2003). Gli HPV non sono virus litici, di 
conseguenza la progenie del virus viene diffusa nell’ambiente circostante 
come un “carrier” all’interno delle squame epiteliali. La proteina E4 degli 
HPV si associa con i filamenti intermedi di cheratina, il che può inficiare la 
stabilità meccanica della rete di cheratina facilitando così il rilascio delle 
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Fig.4. Influenza delle proteine E6 ed E7 sul ciclo cellulare delle 








1.1.8 Integrazione del DNA degli HPV nel genoma cellulare 
 
Nelle lesioni cervicali di basso grado, i genomi degli HPV si trovano 
esclusivamente come molecole di DNA episomali. Nei carcinomi cervicali, 
invece, i genomi degli HPV ad alto rischio si trovano integrati nel DNA 
della cellula ospite. 
Uno degli eventi chiave della carcinogenesi indotta da HPV è l’integrazione 
del genoma degli HPV nel cromosoma dell’ospite. Tale integrazione si 
verifica spesso nei pressi dei siti fragili che si trovano nel genoma umano 
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(Thorland et al., 2003), ma apparentemente non vi sono “hot-spot” per 
l’integrazione né evidenze per una mutagenesi di tipo inserzionale (Ziegert 
et al., 2003). L’integrazione ha come conseguenza uno stravolgimento 
dell’espressione genica virale e della presenza fisica del genoma virale 
integro. La presenza del DNA codificante i geni virali E6 ed E7 viene 
mantenuta, cosi come la loro espressione. Le rimanenti porzioni del DNA 
virale vengono spesso delete o la loro espressione viene regolata 
negativamente (Baker et al., 1987). La mancata produzione del repressore 
trascrizionale E2 degli HPV consente l’espressione deregolata delle 
proteine E6 ed E7, uno dei primi eventi che può portare a un fenotipo 
trasformato. La capacità di progressione carcinogenica delle infezioni da 
HPV ad alto rischio è attribuita principalmente alle azioni delle proteine E6 
e E7, capaci di manipolare i regolatori principali del ciclo cellulare.  
Dato che, come accennato nel paragrafo 1.1.1, il 99% dei tumori alla 
cervine uterina risulta positivo per la presenza di DNA di HPV ad alto 
rischio (Walboomers et al., 1999) e che l’integrazione del genoma porta al 
mantenimento dell’espressione genica virale solamente di E6 ed E7, ne 
consegue che queste due proteine giocano un ruolo chiave nell’indurre 
trasformazione maligna (Munger et al. 2004; Whiteside et al. 2008; 
McLaughlin-Drubin and Munger 2008). 
Vi sono anche evidenze di un aumento della stabilità degli mRNA di E6 ed 
E7 di HPV-16 dopo l’integrazione (Jeon and Lambert, 1995) e sono state 
rilevate alterazioni specifiche dell’espressione genica cellulare dell’ospite in 
seguito all’integrazione del genoma degli HPV (Alazawi, 2002).  
Dopo l’integrazione, la trascrizione virale può andare incontro a splicing 
alternativo con relativa produzione di due tipi di mRNA virale. Un trascritto 
ha il potenziale di codificare per le proteine E6 ed E7 canoniche, mentre 
un’altra serie di trascritti codifica per le proteine E6 ottenute mediante un 
processo di splicing alternativo (indicate come E6*) e per E7 canonica. La 
maggior parte dei trascritti di HPV nelle cellule di cancro cervicale usano 
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segnali di splicing e di poliadenilazione cellulari, che porta a un aumento 
della stabilità dei trascritti virali.  
Le cellule che esprimono E6 ed E7 da sequenze di HPV integrate 
presentano un vantaggio di crescita selettivo rispetto alle cellule con i 
genomi HPV episomali (Jeon et al., 1995). 
L’ipotesi che la perdita della funzione di repressore di E2 possa risultare 
critica per la progressione maligna è supportato da esperimenti effettuati 
inserendo E2 esogeno in linee cellulari di cancro cervicale: si ha come 
risultato la soppressione della crescita (Thierry and Yaniv, 1987). Tali 
esperimenti dimostrano chiaramente che l’espressione continuata di E6 ed 
E7 nei tumori cervicali, possibile solo in assenza di E2, è necessaria per il 
mantenimento del fenotipo trasformato (Goodwin and DiMaio, 2000). 
L’integrazione del genoma virale nel cromosoma della cellula ospite porta 
anche alla perdita dell’espressione della proteina E5, ma ciò non inficia la 
possibilità, da parte del virus, di immortalizzare e trasformare le cellule 
infettate, segno che tale proteina non è necessaria per il mantenimento del 
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1.2 Fattori cellulari che interagiscono con le 
oncoproteine di HPV 
 
Molte delle funzioni biologiche svolte dalle oncoproteine di HPV 
all’interno della cellula derivano dalla loro capacità di interagire con fattori 
della cellula ospite, modificandone le caratteristiche funzionali. In 
particolare, la proteina E7 è in grado di interagire con numerose proteine 
della cellula infettata.  
Nel laboratorio dove è stata svolta questa tesi ne sono state identificate 
alcune ed è stato studiato il significato funzionale e biologico 
dell’interazione. Si è visto che E7 interferisce con la funzione di questi 
fattori cellulari per conferire una resistenza all’apoptosi o indurre instabilità 
genomica nella cellula infettata. Tra questi fattori vi è Siva-1, un fattore 
cellulare pro-apoptotico (Severino et al., 2007); Nm23, un soppressore della 
metastasi (Mileo et al., 2006); Ran, regolatore del trasporto 
nucleocitoplasmatico e dell’organizzazione del fuso mitotico (De Luca et 
al., 2003); gelsolina, un enzima che regola la polimerizzazione dei filamenti 
di actina e ha anche un ruolo regolatorio dell’apoptosi. 
Per identificare nuovi interattori cellulari sono state analizzate proteine di 
un lisato cellulare di cheratinociti umani immortalizzati (HaCaT) in grado 
di interagire con la proteina chimerica E7-HPV16. Questa linea cellulare è 
stata scelta perché i Papillomavirus mostrano un tropismo ristretto alle 
cellule del tessuto epiteliale (vedi paragrafo 1.1.1). Dopo separazione 
elettroforetica e successiva analisi mediante spettrometria di massa delle 
bande corrispondenti alle proteine cellulari che interagiscono con E7, è 
stato identificato un nuovo fattore cellulare in grado di legare E7: la 
proteina Glutatione S-Transferasi P1 (GSTP1). Questo legame è stato 
confermato attraverso esperimenti di co-precipitazione in vitro e in vivo. 
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1.2.1 La famiglia delle Glutatione S-Transferasi  
 
Le glutatione S-transferasi (GST) costituiscono una superfamiglia di enzimi 
detossificanti di fase II, la cui funzione è quella di proteggere la cellula 
dall’attacco di elettrofili. Le GST sono in grado di trasformare i prodotti del 
metabolismo di fase I (composti idrofobici ed elettrofilici) in composti 
idrosolubili facilmente eliminabili dalla cellula tramite gli enzimi di fase III. 
In particolare le GST catalizzano l’addizione nucleofilica del glutatione 
ridotto (GSH) a composti elettrofili di natura esogena, quali farmaci o 
inquinanti ambientali, ed endogena, quali prodotti dello stress ossidativo, 
entrambi dannosi per la cellula, contribuendo alla loro biotrasformazione e 
successiva eliminazione (Townsend and Tew, 2003) (fig. 5). Alcune GST 
sono in grado di catalizzare altre reazioni enzimatiche, quali la riduzione 
GSH-dipendente dei perossidi, l’isomerizzazione e la sintesi di eicosanoidi 




Fig. 5. Reazione enzimatica di addizione nucleofila catalizzata 
dalle GST presenti nella cellula.  
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La superfamiglia delle GST si suddivide in tre principali famiglie 
ampiamente diffuse in natura, dotate di attività glutatione-S-transferasica: 
GST citosoliche, mitocondriali e microsomiali. Nell’ambito dei procarioti è 
presente un’altra famiglia di transferasi, rappresentata dalle proteine 
batteriche FosA e FosB, responsabili della resistenza alla fosfomicina 
(Armstrong et al., 2000). Le GST citosoliche e mitocondriali sono enzimi 
solubili che condividono una struttura tridimensionale simile nonostante la 
scarsa omologia di sequenza aminoacidica (Robinson et al., 2004; Ladner et 
al., 2004; Holm et al., 2002). Le GST citosoliche derivano da un comune 
gene ancestrale che nel tempo ha subito numerose mutazioni genetiche, 
quali duplicazioni e ricombinazioni (Townsend e Tew, 2003). La famiglia 
delle GST microsomiali si distingue dalle altre dal punto di vista strutturale 
ed è nota con la sigla MAPEG (Membrane-Associated Proteins in 
Eicosanoid and Glutathione metabolism) (Holm et al., 2002; Ladner et al., 
1999; Robinson et al., 2004). Gli enzimi MAPEG e alcune GST citosoliche 
catalizzano l’isomerizzazione di molti composti insaturi (Jakobsson et al., 
1999; Dixon et al., 2000) e sono coinvolte nella sintesi delle prostaglandine 
e dei leucotrieni (Hayes and McLellan, 1999; Jakobsson et al., 1999). 
La famiglia delle GST citosoliche rappresenta la famiglia più numerosa di 
transferasi ed è costituita da proteine caratterizzate da un elevato 
polimorfismo. Nell’uomo sono state identificate almeno 8 classi, 
denominate alpha, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta, e zeta, distinte sulla 
base della loro sequenza aminoacidica, della specificità di substrato e delle 
proprietà immunologiche (Board et al., 2000).  
Le più rappresentate sono le classi alpha, mu e pi, le quali sono 
cataliticamente attive in forma dimerica, sotto forma di omo o etero-dimeri 
(Ladner et al., 2004). A dispetto della bassa omologia di sequenza 
aminoacidica, le strutture tridimensionali delle GST citosoliche non 
differiscono in modo significativo. Ogni monomero contiene, infatti, un sito 
di legame molto conservato per il glutatione, denominato G-site e un altro 
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sito, denominato H-site, responsabile del legame con il substrato specifico. 
La selettività di legame a differenti substrati è garantita da differenze più o 
meno consistenti nel sito H (Armstrong, 1997). 
Livelli variabili dell’espressione di alcune GST sono stati identificati come 
fattori di rischio nello sviluppo di alcune neoplasie (Strange and Fryer, 
1999), nell’acquisizione di resistenza ai farmaci (Hayes and Pulford, 1995; 
O’Brien and Tew, 1996; Tew, 1994; Hall et al., 1994) e nell’insorgenza 
della malattia di Parkinson (Menegon et al., 1998). 
Le GST sono di particolare interesse in ambito farmacologico e 
tossicologico in quanto rappresentano il bersaglio molecolare delle terapie 
antiasmatiche e antitumorali (Evans et al., 1991; Matsushita et al., 1998) e 
in quanto metabolizzano agenti chemioterapici, insetticidi, erbicidi, 
cancerogeni e prodotti dello stress ossidativo cellulare. L’esposizione ad 
agenti pro-ossidanti provoca un aumento dell’espressione delle GST in 
microbi, piante, insetti, pesci e mammiferi (Allocati et al., 2003; Veal et al., 
2002; Leiers et al., 2003; Desikan et al., 2001; Wang et al., 2003). 
I chemioterapici utilizzati nei trattamenti farmacologici antineoplastici 
rappresentano importanti substrati delle GST, le quali ne catalizzano la 
coniugazione con il glutatione e successiva espulsione dalla cellula 
attraverso specifiche pompe di esporto. Questo fenomeno, denominato 
“farmacoresistenza”, si instaura in molti pazienti neoplastici e determina 
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1.2.2 La proteina GSTP1 (Glutatione S-Transferasi di classe p) 
 
La GSTP1, di peso molecolare 23.5 kD, rappresenta l’enzima GST più 
abbondante nelle cellule epidermiche (Blacker et al., 1991). 
Il gene della GSTP1, di circa 3Kb, è localizzato sul cromosoma 11 (11q13) 
(Cowell et al., 1988). Sono state identificate quattro forme polimorfiche 
attive e funzionalmente differenti della GSTP1 (GSTP1*A-D) (Ali-Osman 
et al., 1997), il cui genotipo è stato associato a differenti risposte 
chemioterapiche ed alla propensione carcinogenica. Ogni isoforma è 
caratterizzata da mutazioni puntiformi nel sito attivo della proteina e può 
influenzare il tipo di substrato che l’enzima è in grado di detossificare (Ali-
Osman et al., 1997). E’ stata, inoltre, osservata la sua sovraespressione in 
un’ampia varietà di tumori, quali ovaio, polmone, seno, colon, pancreas e 
linfoma (Tew, 1994). Alcuni studi hanno dimostrato che il cancro alla 
prostata è l’unico esempio in cui l’assenza o la riduzione dell’espressione 
della GSTP1 è associata con l’incidenza del tumore, essendo molto espressa 
in tessuti di prostata normali e non riscontrabile in cellule maligne (Nelson 
et al., 2001).  
Viceversa, in topi silenziati geneticamente per GSTP1 (GSTP1 -/-) è stato 
osservato un significativo aumento dei tumori della pelle dopo esposizione 
a potenti carcinogeni (Henderson et al., 1998a). 
.L’elevato livello di espressione dell’enzima GSTP1 nelle cellule tumorali 
rappresenta una delle cause del fenomeno della “farmacoresistenza” (vedi 
paragrafo 1.2.1). Numerosi studi hanno dimostrato che l’aumento 
dell’espressione della GSTP1 nel tessuto tumorale è correlata con la 
progressione neoplastica e con la resistenza ai trattamenti anti-neoplastici e, 
quindi, può essere considerato un fattore prognostico negativo in molti tipi 
di tumore (Henderson et al., 1998b; Dang et al., 2005; McIlwain et al., 
2006).  
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La proteina GSTP1, come le altre GST cellulari, risulta attiva 
cataliticamente in forma dimerica/multimerica, dove i monomeri si 
aggregano attraverso interazioni idrofobiche ed elettrostatiche. Ma la 
GSTP1 può andare incontro ad ossidazioni dei residui di cisteina 
(formazione di ponti disolfuro inter ed intramolecolari) con conseguente 
inattivazione dell’enzima (Ricci et al., 1991; Shen et al., 1991; Shen et al., 
1993). È stato dimostrato, tramite mutazioni puntiformi, che i residui di 
cisteina nelle posizioni 14, 47, 101 e 169 sono i principali responsabili della 
formazione di ponti disolfuro con altre proteine GSTP1, con conseguente 
formazione di dimeri o multimeri (Shen et al., 1991; Shen et al., 1993). In 
particolare, il residuo di cisteina 47 è il gruppo tiolico più reattivo della 
GSTP1 (Lo Bello et al., 1990)  
Sebbene questi residui di cisteina non siano coinvolti direttamente nella 
reazione enzimatica, la formazione di multimeri ossidati porta alla completa 
inattivazione dell’enzima GSTP1. Ad esempio, il residuo 47 non è 
direttamente coinvolto nel meccanismo catalitico dell’enzima, ma è 
essenziale per la corretta disposizione spaziale del G-site, uno dei due siti 
attivi dell’enzima (Ricci et al., 1996; Oakley et al., 1997; Bernardini et al., 
2000) Di conseguenza una sua modificazione covalente causa la perdita 
dell’attività enzimatica della proteina (Tamai et al., 1990; Lo Bello et al., 
1990; Ricci et al., 1991).  
GSTP1 è inattivata anche quando si forma un ponte disolfuro 
intramolecolare tra i residui di cisteina 47 e 101; tale legame covalente 
porta ad un accumulo di GSTP1 monomerica allo stato ossidato (Ricci et 
al., 1991; Shen et al., 1993; Chang et al., 2001). 
Data l’importanza dello stato redox della GSTP1 nell’attività dell’enzima è 
stato suggerito che tale enzima risenta e sia regolato dallo stato redox 
cellulare. Infatti, molti studi affermano che l’induzione di stress ossidativo 
cellulare, ad esempio attraverso trattamento con H2O2 o con UV, causa 
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l’accumulo di multimeri/monomeri ossidati inattivi della GSTP1 (Shen et 
al., 1993; Bernardini et al., 2000; Cumming et al, 2001; Chang et al., 2001).  
Oltre al ben caratterizzato ruolo enzimatico, le GST di classe p e m hanno 
un ruolo determinante nella protezione cellulare da stress ossidativo o da 
danno genotossico inibendo la risposta pro-apoptotica mediata da 
ASKI/JNK (Apoptosis signal-regulating kinase) (c-Jun N-terminal kinase). 
Numerosi studi hanno dimostrato che le GST di classe p e m possiedono un 
ruolo regolatorio nel pathway delle MAP chinasi (Mitogen-Activated 
Protein kinase) (Adler et al, 1999; Yin et al., 2000; Xue et al., 2005). 
GSTM1 è stato identificato come un regolatore negativo di ASK1 e 
MEKK1, due proteine regolatrici del pathway delle MAP chinasi (Cho et 
al., 2001; Ryoo et al., 2004).  
Anche la GSTP1 è in grado di inibire l’attivazione della cascata regolata da 
ASK1/JNK legando la proteina TRAF2 e inibendo così la sua interazione 
con ASK1 (Wu et al, 2006).  
La proteina cruciale della cascata delle MAP chinasi è JNK1 (c-Jun N-
terminal kinase), una chinasi coinvolta nella cascata di eventi molecolari 
che regola l’apoptosi e la proliferazione cellulare. La sua attivazione, 
mediante fosforilazione, porta all’attivazione di c-Jun e AP-1 con 
conseguente aumento trascrizionale dei geni deputati all’apoptosi. JNK1 
può essere attivata da molti stimoli, tra i quali agenti ossidanti (Lo et al., 
1996; Wilhelm et al., 1997), suggerendo un ruolo dello stato redox cellulare 
nei pathway di risposta allo stress mediati dalle MAP chinasi. 
GSTP1 è in grado di interferire direttamente con JNK1: infatti può inibire 
l’iperfosforilazione e, conseguentemente, l’attivazione di JNK1 (Adler et 
al., 1999; Yin et al., 2000; Wang et al., 2001) tramite interazione diretta 
(Adler et al., 1999). Contrariamente a quanto accade nei processi di 
detossificazione, dove la forma dimerica di GSTP1 è la sola ad essere 
catalicamente attiva, l’attività inibitoria di GSTP1 sulla fosforilazione di 
JNK1 si esplica esclusivamente nella forma monomerica. Soltanto in tale 
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forma la proteina è in grado di legare e sequestrare JNK1 (Adler et al., 
1999; Wang et al., 2001).  
In cellule non sottoposte a stress, l’attività chinasica di JNK1 è mantenuta a 
livelli basali a causa dell’interazione GSTP1/JNK1, mentre un aumento di 
tali livelli si osserva in fibroblasti di topo dove è stata soppressa la 
trascrizione di GSTP1 (Adler et al., 1999; Wang et al., 2001; Elsby et al., 
2003). La formazione di questo complesso impedisce la fosforilazione e 
l’attivazione della stessa JNK1 e, di conseguenza, delle proteine a valle 
della via delle MAP chinasi, con conseguente inibizione dei geni attivatori 
dell’apoptosi (fig. 6).  
Condizioni di stress ossidativo, quali trattamento con UV o H2O2, portano 
all’attivazione di una serie di pathway intracellulari, tra i quali quello delle 
MAP chinasi, con conseguente attivazione dei geni responsivi dell’apoptosi 
(Nose et al., 1991; Cobb et al., 1999; Adler et al., 1999; Yin et al., 2000). 
Come accennato prima, queste condizioni di stress portano 
all’oligomerizzazione delle GST in forma dimerica o multimerica (Shen et 
al., 1993; Bernardini et al., 2000; Cumming et al, 2001; Chang et al., 2001) 
e alla conseguente dissociazione del complesso GSTP1/JNK1 (Adler et al., 
1999; Wang T. et al., 2001). Inoltre, tale stress ossidativo porta 
all’accumulo di GSTP1 in forma monomerica ossidata, inefficace nel legare 
e inibire JNK1 (Cumming et al., 2001; Wang et al., 2001). 
Sotto forma di multimeri/monomeri in forma ossidata, la GSTP1 non è più 
in grado di sequestrare JNK1 e impedirne la fosforilazione. JNK1, nello 
stato iperfosforilato, è in grado di attivare il pathway delle MAP chinasi con 
conseguente trascrizione dei geni deputati al processo apoptotico (Adler et 
al., 1999).  
Quindi, GSTP1 sembra agire come un regolatore dello stress ossidativo 
della cellula tramite le sue due azioni: 1) funzione catalitica di 
detossificazione, coniugando glutatione a prodotti dannosi per la cellula e 
prevenendo così l’accumulo dei ROS (“Reactive Oxygen Species”) che può 
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portare all’attivazione dei processi apoptotici; 2) funzione regolatoria, 
tramite interazione diretta e conseguente inibizione di JNK1.  
L’attività inibitoria della GSTP1 sul pathway regolato da JNK1 risulta 
essere distinta dall’attività enzimatica ma entrambe contribuiscono ad 
instaurare il fenomeno della “farmacoresistenza” con conseguente 
fallimento del trattamento chemioterapico nel paziente neoplastico. 
L’elevata espressione della GSTP1 può, infatti, aumentare l’attività 
catalitica di detossificazione dei farmaci antitumorali e può alterare la 
regolazione dei pathway delle chinasi durante il trattamento farmacologico, 
conferendo alle cellule tumorali un potenziale vantaggio selettivo 
(Townsend et al., 2003). Ciò fornisce una spiegazione plausibile della 
resistenza, da parte dei tumori che over-esprimono GSTP1, a numerosi 
farmaci antitumorali che non sono substrato dell’enzima. A supporto di tale 
modello di regolazione della GSTP1, è stato osservato che 
immunodeplezioni della GSTP1 ottenute attraverso la formazione di 
complessi anticorpo α-GST/ antigene GST o la sua inibizione con inibitori 
specifici, danno come risultato l’attivazione di JNK1 (Townsend et al., 
2003). Uno degli obiettivi della chemioterapia sperimentale è 
l’individuazione o la sintesi di molecole in grado di interferire con il 
meccanismo inibitorio di GSTP1 su JNK1, in modo da aumentare l’effetto 
citotossico dei farmaci antineoplastici. È stata individuata la zona 
d’interazione tra GSTP1 e JNK1 e recenti studi mettono in evidenza 
l’efficacia di molecole sintetiche o peptidi in grado di inibire tale 
interazione e aumentare così la suscettibilità all’apoptosi da parte della 
cellula (Adler et al., 2004; Turella et al., 2007; Cui et al., 2008). 
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Fig. 6.  Regolazione del processo apoptotico mediato da GSTP1. In condizioni fisiologiche, GSTP1 si trova 
anche in forma monomerica ridotta ed è quindi in grado di inibire JNK1 e la conseguente cascata apoptotica. Induzione di 
stress ossidativo, portano all’ossidazione e/o multimerizzazione della GSTP1; in questo stato GSTP1 non è più in grado di 
legare JNK1 che viene così fosforilato attivando il processo apoptotico. 
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2 SCOPO DELLA TESI 
 
Il papillomavirus umano (HPV) presenta un marcato tropismo per i 
tessuti epiteliali, dove la persistente infezione determina lesioni squamose 
iperproliferative. Questi virus sono distinti in ceppi classificati a “a basso 
rischio”, che causano solo lesioni benigne localizzate, e “ad alto rischio”, 
che causano lesioni che possono evolvere verso la trasformazione 
neoplastica (Fehrmann and Laimins, 2003). In particolare, HPV-16 e -18 
sono gli agenti eziologici di circa il 90% dei tumori alla cervice uterina e 
sono responsabili del 50% degli altri tumori ano-genitali (zur Hausen, 
1996). Nella maggior parte dei tumori HPV positivi, è stata dimostrata 
l’integrazione del genoma virale nei cromosomi delle cellule infettate (zur 
Hausen, 1996; zur Hausen, 2000). Tale integrazione è responsabile della 
distruzione della maggior parte del genoma di HPV, eccezion fatta per i 
geni E6 ed E7 che vengono mantenuti ed espressi stabilmente nella cellula 
infettata, suggerendo un ruolo cruciale per le proteine E6 ed E7 
nell’induzione della trasformazione maligna (zur Hausen, 1996; Munger, 
2002; zur Hausen, 2002; Munoz et al., 2003). Tali oncoproteine sono note 
per svolgere diversi ruoli determinanti per il destino della cellula epiteliale 
infettata, principalmente perturbando la fine regolazione esistente tra 
proliferazione e differenziamento cellulare (Munger, 2002; zur Hausen, 
2002; Helt and Galloway, 2003; Felsani et al., 2006).  
Per quanto concerne la proteina E7, considerato il principale responsabile 
della capacità trasformante di HPV (Gage et al., 1990; zur Hausen, 1996; 
Zwerschke and Jansen-Durr, 2000; Munger et al., 2001), non sono stati 
ancora individuati compiutamente i meccanismi attraverso i quali 
l’infezione persistente può indurre trasformazione cellulare; anche se 
indubbiamente il ruolo ben descritto di E7 nell’interferenza con la funzione 
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dei fattori proteici della famiglia RB è molto importante per l’alterazione 
della regolazione del ciclo cellulare. risiede 
Un altro ruolo importante di E7 nell’indurre la trasformazione cellulare 
consiste nella sua capacità di interferire con il processo apoptotico (vedi 
paragrafo 1.1.6). Dati recenti, ottenuti nel laboratorio dove è stata effettuata 
questa tesi, mostrano che nei cheratinociti umani immortalizzati (HaCaT) 
E7 HPV-16 è in grado di conferire alla cellula infettata un aumento della 
sopravvivenza cellulare inibendo l’attivazione del pathway apoptotico 
(Severino et al., 2007). 
L’obiettivo di questa tesi è fornire ulteriori elementi per la comprensione 
dei meccanismi molecolari alla base del processo di carcinogenesi 
attraverso l’ulteriore caratterizzazione del ruolo svolto dalla oncoproteina 
E7 all’interno della cellula.  
Una fase preliminare di questi studi, come accennato nel paragrafo 1.2, ha 
portato all’identificazione di diversi fattori cellulari in grado di interagire 
con E7, tra i quali Siva-1 (Severino et al., 2007), nm-23 (Mileo et al., 2006), 
Ran (De Luca et al., 2003). In questo lavoro è descritta l’identificazione e la 
caratterizzazione funzionale dell’interazione fisica dell’oncoproteina E7 di 
HPV-16 con la proteina glutatione S-transferasi P1 (GSTP1).  
In forma multimerica, la GSTP1 presenta un’attività catalitica, ancellare 
con l’attività delle altre GST cellulari, coinvolta nei processi di 
detossificazione cellulare. Tale attività assume un ruolo importante sia nei 
fenomeni di sopravvivenza cellulare (resistenza a stress ossidativo) sia in 
quello della resistenza a chemioterapici delle cellule tumorali (Tew, 1994). 
In molti tumori, infatti, si assiste a un notevole aumento della quantità di 
prodotto proteico e dell’attività enzimatica di GSTP1 (Tew, 1994). Inoltre, 
la GSTP1, in forma monomerica, possiede un ruolo regolatorio di 
inibizione di una delle più importanti vie del processo apoptotico attraverso 
il suo legame con JNK1, interazione che impedisce l’attivazione di 
quest’ultima (Adler et al., 1999; Wang et al., 2001). 
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Dato che E7 è in grado di interferire con i processi cellulari e di alterare lo 
stress ossidativo in atto nella cellula (Shim et al., 2008) e che GSTP1 svolge 
un ruolo importante in entrambi questi processi, è interessante investigare 
sul significato biologico dell’interazione tra E7 e GSTP1 per fornire 
indicazioni sul ruolo tumorigenico svolto da E7 nelle cellule infettate. 
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3.1 Costrutti plasmidici 
 
I costrutti plasmidici utilizzati sono: pLXSN, pcDNA3T7tag, pDEST17, 
pGEX-2T.  
Il vettore pcDNA3T7tag è stato utilizzato per la traduzione in vitro delle 
proteine E7 HPV-16 ed E7 HPV-16 Mut e per l’espressione ectopica della 
proteina E7 di HPV-16 in cellule eucariotiche. Il cDNA di E7 HPV-16 e E7 
HPV-16 Mut è stato clonato all’interno del plasmide mediante i siti di 
restrizione EcoRI-BamHI. Tale vettore è caratterizzato dalla presenza di 
una corta sequenza derivata dal promotore procariotico T7 e definita 
“T7tag”, dal gene per la resistenza all’antibiotico ampicillina e dal 
promotore CMV in grado di garantire una buona espressione ectopica della 
proteina d’interesse.  
Il vettore di espressione retrovirale pLXSN è stato utilizzato per la 
produzione di virioni maturi contenenti il cDNA d’interesse E7 HPV-16 e 
E7 HPV-16 Mut. Tale cDNA è stato clonato, mediante i siti di restrizione 
EcoRI-BamHI, in frame alla sequenza HA-tag. Il plasmide pLXSN porta un 
marcatore di selezione (resistenza all’antibiotico gentamicina). 
Le proteine ricombinanti GSTP1 e RCC1 sono state sintetizzate in sistemi 
batterici di E. Coli. Il suo cDNA è stata fuso in frame con la sequenza-tag 6 
Hys, che viene utilizzato per facilitare la purificazione (tramite 
cromatografia di affinità) del prodotto proteico ricombinante. Per tali scopi, 
è stato utilizzato il costrutto plasmidico pDEST17, ottimizzato per la sintesi 
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di proteine eterologhe e caratterizzato dal promotore procariotico T7 e dalla 
presenza della resistenza all’ampicillina.  
La proteina ricombinante pRb è stata sintetizzata in sistemi batterici di E. 
Coli. La sequenza codificante (cDNA) la proteina pRb è stata fusa in frame, 
mediante i siti di restrizione BamH1-BamH1, con la sequenza codificante la 
proteina glutatione S-transferasi di S.japonicum (GSTsj) nel vettore 
plasmidico pGEX-2T, ottimizzato per la sintesi di proteine eterologhe e 
caratterizzato dal presenza della resistenza all’ampicillina. 
 
 
3.2 Mutagenesi sito-specifica 
 
Mutazioni puntiformi dei costrutti plasmidici pcDNA3T7tag e pLXSN 
contenenti la sequenza nucleotidica di E7 HPV-16 sono state ottenute 
usando il “QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit” (Stratagene). Sono 
state effettuate una serie di reazioni di PCR utilizzando specifici 
oligonucleotidi con sequenze nucleotidiche mutate al fine di ottenere 
sostituzioni aminoacidiche specifiche nella proteina E7 di HPV16 (i tre 
residui aminoacidici, H51, R66, E80, sono tati sostituiti con tre residui di 
alanina).  
Gli oligonucleotidi utilizzati per le reazioni di PCR sono: 
 
Mutazione singola (H51A) 
5’-GCAGAACCGGACAGAGCCGCTTACAATATTGTAACC-3’ 
5’-GGTTACAATATTGTAAGCGGCTCTGTCCGGTTCTGC-3’ 
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Mutazione singola (E80A) 
5’-GACATCCGTACGTTGGCAGACCTGTTAATGGGCACAC-3’ 
5’-GTGTGCCCATTAACAGGTCTGCCAACGTACGGATGTC-3’ 
In ciascuna sequenza nucleotidica, le parti sottilineate indicano la 
mutazione puntiforme introdotta alla quale corrisponde una sostituzione 
aminoacidica nella proteina E7 di HPV16.  
I cicli di amplificazione polimerasica sono stati effettuati nelle seguenti 
condizioni sperimentali: dopo un’iniziale denaturazione del campione (95° 
C per 2 minuti), sono stati eseguiti 12 cicli di amplificazione. Ciascun ciclo 
è composto da tre fasi: 1) denaturazione a 95° C per 30 secondi; 2) 
appaiamento a 55° C per 50 secondi; 3) polimerizzazione a 68° C per 5 
minuti. 
Alla fine di tali cicli, il DNA plasmidico parentale (non contenente le 
mutazioni) è stato digerito dall’enzima DpnI che è in grado di riconoscere e 
digerire selettivamente solo il DNA metilato. Tale DNA linearizzato non è 
in grado di trasformare cellule di E.coli; trasformazione che avviene, 
invece, con il DNA plasmidico contenente le mutazioni, che è rimasto 
inalterato nella forma circolare in quanto non digerito enzimaticamente. Sia 
i siti di mutazione che le intere sequenze nucleotidiche dei nuovi costrutti 
codificanti la forma mutata di E7 HPV-16 sono stati verificati tramite 
sequenziamento di tale DNA. La proteina codificata da tale sequenza 
mutata è stata denominata E7 HPV-16 Mut. 
 
 
3.3 Colture cellulari 
 
I modelli sperimentali impiegati in questo studio sono rappresentati:  
1) dalla linea cellulare di cheratinociti umani immortalizzati (HaCaT), 
capaci di subire un parziale differenziamento in vitro (Boukamp et al. 
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1988); è stata scelta questa linea in quanto i Papillomavirus mostrano un 
tropismo ristretto alle cellule del tessuto epiteliale (vedi paragrafo 1.1.1); 
2) dalla linea cellulare “packaging” Phoenix che deriva dalla linea cellulare 
293T, cellule di rene embrionale umano trasformate con E1A di adenovirus 
(Kinsella and Nolan, 1996); tale linea contiene, stabilmente integrati nel 
genoma, i geni virali gag, pol ed env necessari per la replicazione di 
costrutti retrovirali e la formazione del virione maturo (virus anfotropici);  
3) dalla linea cellulare di carcinoma mammario (MCF-7) (Brooks et al., 
1973); questa linea non esprime la proteina GSTP1 (Moscow et al., 1989). 
Tali linee cellulari sono state coltivate a 37°C e 5% CO2 in terreno DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle Medium, GIBCO Invitrogen) addizionato con 
10% di siero fetale bovino (GIBCO Invitrogen), 200 mM L-Glutammina, 
50 µg/ml ml penicillina, e 50 µg/ml streptomicina (GIBCO BRL). 
Le linee cellulari sono state mantenute come colture monostrato ad una 
densità cellulare intorno al 40% (per quanto riguarda le HaCaT) e 70-80% 
(per le MCF-7 e per le Phoenix). 
 
 
3.4 “Mimotopes technology” 
 
La tecnica Mimotopes prevede la sintesi su supporti di polipropilene 
(pin) di oligopeptidi (Geysen et al. 1984; Maeji et al. 1990) la cui sequenza 
riproduce l’intera oncoproteina E7 (98aa) (Mimotopes Pty Ltd, Clayton, 
Victoria, Australia). Tali oligopeptidi sono stati prodotti come dodecameri 
dove il peptide “n+1” condivide 9 aminoacidi col peptide “n”. Le reazioni 
di polimerizzazione sono guidate in modo tale da non coinvolgere le catene 
laterali degli aminoacidi in reazioni secondarie tramite l’utilizzo di gruppi 
protettori. Tutti gli aminoacidi utilizzati per la sintesi hanno il gruppo 
aminico temporaneamente protetto dal composto chimico FMOC (9-
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fluorenil-metilosocarbonilico) che può essere facilmente rimosso in 
condizioni basiche blande (quali la piperidina), mentre i gruppi reattivi delle 
catene laterali sono protetti in maniera stabile e vengono rimossi soltanto 
alla fine della sintesi dell’intero oligopeptide. La sintesi ha inizio su una 
piccola punta (pin) di materiale plastico inerte (polietilene) al quale è 
attaccato l’aminoacido C-terminale. Terminata la loro sintesi, i diversi 
oligopeptidi sono stati saggiati per la loro abilità di interagire in modo 
specifico con la proteina ricombinante GSTP1. Infine, la quantità di GSTP1 




3.5 Studio molecolare dell’interazione tra GSTP1 e il dominio 
CR3 di E7 HPV-16 (modello docking) 
 
Come punto di partenza, è stato ipotizzato che l’interazione tra E7 HPV-16 
e GSTP1 coinvolga le due proteine, rispettivamente, nella loro forma 
dimerica e monomerica. Per quanto concerne E7 HPV-16, è stato preso in 
considerazione solamente il dominio CR3 (dal residuo 48 al 98).  
Il modello molecolare della struttura tridimensionale del dominio 
dimerizzato CR3 di E7-HPV16 è stato costruito mediante il programma 
MODELLER© release 8v2 (Sali and Blundell, 1993) per omologia 
prendendo come modello iniziale la struttura tridimensionale nota del 
dominio dimerizzato CR3 di E7 HPV-1A.  
La struttura del monomero di GSTP1 è stata presa dal Protein Data Bank 
(PDB), struttura 1AQW, dove tale proteina si trova co-cristallizzata col suo 
cofattore, il glutatione, e con un suo substrato, il clorambucile. In tal modo 
sono evidenziati i due siti attivi dell’enzima: il G-site e l’H-site. 
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Il modello docking dell’interazione tra i dimeri CR3 di E7 HPV-16 e il 
monomero di GSTP1 è stato effettuato usando il programma Hex v4.5 
(Department of Computing Science, University of Aberdeen, Aberdeen 
AB24 3UE, Scotland, UK; http://www.csd.abdn.ac.uk/hex), includendo 
tutte i possibili orientamenti rotazionali e traslazionali delle due strutture. I 
primi 500 docking model ottenuti sono stati esaminati per selezionare il 
modello di interazione con miglior complementarietà di superficie e 
massimo numero di ponti salini intermolecolari. 
 
 
3.6 Trasformazione di E.Coli 
 
I plasmidi sono stati amplificati in cellule batteriche rese permissive 
all’entrata di DNA circolare (processo di trasformazione). A tale scopo è 
stato utilizzato il ceppo batterico XL-1blu di E.Coli. Il DNA plasmidico (50 
ng) è stato aggiunto alle cellule batteriche in sospensione in presenza di una 
soluzione salina KCM 1X (0.1M KCl, 0.03M CaCl2, 0.05M MgCl2). La 
trasformazione è stata condotta, in un volume finale di 200 µl, per 20 
minuti a 4°C e per 2 minuti a 42°C. La rapida escursione termica danneggia 
la membrana plasmatica facilitando così l’entrata di DNA esogeno. In 
seguito è stato aggiunto 1 ml di terreno di coltura LB (LB per litro di 
soluzione: 5g NaCl, 10 g triptone, 5g estratto di lievito) e le cellule 
trasformate sono state incubate a 37°C per 50 minuti in agitatore 
termostatato. Il ceppo batterico XL-1blu è stato, quindi, seminato in capsule 
Petri con terreno di coltura LB/agar (LB + 2% agar) contenente ampicillina 
(50 µg/ml). L’antibiotico permette la crescita selettiva delle cellule 
portatrici della resistenza all’ampicillina, funzione codificata dal plasmide 
introdotto all’interno delle cellule. Dopo incubazione delle piastre per circa 
12 ore a 37°C, le colonie batteriche ampicillina-resistenti sono state raccolte 
per l'estrazione del DNA plasmidico.  
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3.7     Estrazione del DNA plasmidico da ceppi batterici 
 
Il DNA plasmidico è stato estratto utilizzando il kit Quiagen. I batteri 
trasformati sono stati amplificati incubandoli in terreno LB/ampicillina a 
37°C per 15 ore. In seguito sono stati centrifugati a 4°C a 5000g per 10 
minuti. Il pellet batterico così ottenuto è stato risospeso in una soluzione 
contenente 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA e RNAsi A (100 
µg/ml). L’aggiunta di NaOH (0.2 M) e SDS (1%) permette la lisi alcalina 
delle cellule batteriche; poi tale soluzione è stata neutralizzata tramite una 
soluzione 3M KAc (pH 5.5) e il lisato centrifugato a 4° C a 12000g per 30 
minuti.  
Il sovranatante ottenuto è l’estratto batterico dal quale si purifica il DNA 
plasmidico d’interesse. Il metodo utilizzato è la cromatografia a scambio 
ionico che intrappola efficacemente solo il DNA plasmidico. L’estratto 
batterico è stato caricato su una colonna Quiagen, precedentemente attivata 
con un tampone di equilibrazione (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, 
15% etanolo, 0.15% Triton X-100). La colonna è stata lavata due volte con 
un tampone opportuno (1M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, 15% etanolo) per 
eliminare sostanze contaminanti. Il DNA plasmidico è stato eluito con una 
soluzione di 1.25M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 15% etanolo, 
precipitato con isopropanolo, lavato con etanolo 70% e risospeso in un 
adeguato volume di acqua. La quantità di DNA plasmidico ottenuto è stata 
determinata mediante lettura allo spettrofotometro (260-280 nm) e 
conservata a -20°C. 
Il DNA plasmidico estratto è stato analizzato mediante elettroforesi su gel 
con concentrazioni variabili di agarosio in relazione alle dimensioni dei 
frammenti di DNA da separare. Le corse elettroforetiche sono state 
condotte in tampone TBE (90 mM Tris, 90 mM acido borico, 2.5 mM 
EDTA, pH 8.2) con l’aggiunta di bromuro di etidio (concentrazione finale 
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3.8 Sintesi delle proteine di fusione  
 
Le proteine di fusione utilizzate nei saggi di interazione in vitro sono: 
N-6Hys-GSTP1, N-6Hys-RCC1, GSTsj-pRb e GSTsj. I batteri E.coli del 
ceppo BL21, trasformati con i vettori pCDNA3T7tag e pDEST17 
contenenti i rispettivi cDNA di interesse, sono stati incubati a 37°C per 4 
ore nel terreno di coltura LB addizionato con l’antibiotico ampicillina (50 
µg/ml). Per indurre in tali ceppi l'espressione delle proteine di fusione è 
stato aggiunto IPTG (isopropil-1-tio-β-D-galattopiranoside) alla 
concentrazione finale di 0.4 mM. Questa molecola è un induttore del 
promotore presente nel vettore plasmidico. Terminata la fase di induzione, i 
batteri sono stati centrifugati per 10 minuti a 6000g a 4°C. 
Il processo di purificazione delle proteine di fusione con la GSTsj è diverso 
da quelle di fusione con le 6 istidine. 
Per la purificazione delle proteine di fusione con GSTsj, il pellet batterico è 
stato risospeso in NENT buffer (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 1 
mM, Nonidet P-40 0.5%) in presenza di inibitori delle proteasi (1mM 
PMSF, 10 µg/ml leupeptina), sottoposto a sonicazione, per accentuare la 
rottura delle cellule batteriche, e centrifugato per 15 minuti a 6000g. Il 
supernatante è stato recuperato, mentre il pellet è stato risospeso in NENT + 
N-laurilsarcosil al 2% e poi nuovamente centrifugato. I due supernatanti 
così ottenuti sono stati separatamente incubati con 200 µl di resina 
glutatione-sefarosio (Amersham) a 4°C per 3 ore su piattaforma rotante. 
Successivamente la resina è stata centrifugata e lavata due volte in NENT 
buffer + NaCl al 7% e due volte in buffer e, infine, risospesa in NENT 
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completo di inibitori delle proteasi (10 µg/ml di leupeptina e 10 mM di 
PMSF). 
Per la purificazione della proteina coniugata alle 6 istidine, il pellet 
batterico è stato risospeso in un tampone di lisi (50 mM NaH2PO4, 300 mM 
NaCl, 10 mM imidazolo, pH 8.0) in presenza di inibitori delle proteasi, 
sottoposto a sonicazione e centrifugato. Il supernatante è stato incubato con 
200 µl di resina Ni-NTA agarosio a 4°C per 3 ore su piattaforma rotante; 
successivamente la resina è stata centrifugata e lavata due volte in “Wash 
Buffer” (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazolo, pH 8.0) e 
risospesa nel tampone di lisi completo di inibitori delle proteasi (10 µg/ml 
di leupeptina e 10 mM di PMSF). 
 
 
3.9 Saggio di interazione in vitro 
 
Il DNA plasmidico (1µg) codificante per la proteina E7 HPV-16 o per 
E7 HPV-16 Mut è stato trascritto come RNA specifico e tradotto in proteina 
mediante una reazione in vitro (TnT kit). La miscela di reazione (12.5 µl 
totali) contenente lisato di reticolociti di coniglio, [35S]-metionina e [35S]-
cisteina (20 µCi) e l'enzima T7 RNA-polimerasi è stata incubata per 1ora a 
30°C. Aliquote della miscela di reazione (6µl) contenenti le proteine E7 
HPV-16 e E7 HPV-16 Mut tradotte in vitro sono state incubate in tampone 
di lisi per 60 minuti a 4°C in presenza di: 1) resina Ni-NTA agarosio 
coniugata o a 4 µg della proteina chimerica 6Hys-RCC1 (controllo 
negativo) o a 4 µg della proteina di fusione 6Hys-GSTP1 o 2) resina 
coniugata a 4 ug della proteina chimerica GSTsj-pRb o 4 ug della proteina 
GSTsj (controllo negativo). La sospensione di agarosio dopo tre lavaggi con 
1 ml di “Wash Buffer” (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 
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imidazolo, pH 8.0) è stata risospesa in 10 µl di "Laemli buffer" 2X. Le 
proteine sono state staccate dalla resina mediante denaturazione a 95°C per 
5 minuti e separate su SDS-PAGE. Il gel di poliacrilamide (12%) è stato 




3.10 Sistemi di espressione ectopica in cellule eucariotiche 
 
Negli esperimenti di espressione ectopica transiente di sequenze di DNA 
d’interesse (metodo della trasfezione) effettuati nelle Phoenix è stato 
utilizzato il costrutto E7 HPV-16 pCDNA3T7tag. 
Le cellule Phoenix sono state seminate in piastre da 100 mm (numero 
cellule seminate per piastra: 2x106). Dopo 24 ore di incubazione, arrivate ad 
una densità cellulare del 70%, è stata effettuata la trasfezione con il metodo 
classico del calcio-fosfato (Jordan e Wurm, 2004). Il DNA plasmidico (da 5 
a 25 µg) è stato diluito in 300 ul di una soluzione CaCl2 200 mM. A tale 
soluzione sono stati aggiunti 300 ul di HBS 2X (0.05M Hepes, 0.14M 
NaCl, 1.5 mM Na2HPO4, pH 7.15), incubata per 30 minuti a temperatura 
ambiente e aggiunta alla coltura cellulare. Il terreno di coltura cellulare 
presenta anche clorochina alla concentrazione di 25 µM. La clorochina è un 
inibitore delle DNasi lisosomiali. Dopo 18 ore d’incubazione è stato 
eliminato il precipitato ed è stato aggiunto alla coltura terreno fresco. 
Trascorse ulteriori 30 ore, le cellule sono state raccolte e lisate. 
 
 
3.11   Infezione retrovirale 
 
Per ottenere virioni maturi contenenti il DNA d’interesse, 3x106 cellule 
Phoenix, seminate su capsule Petri da 100mm di diametro e tenute in 
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incubazione per 24 ore, sono state trasfettate, con il metodo del calcio-
fosfato (Jordan e Wurm, 2004), con 15 µg di DNA ed incubate a 37°C (si 
veda paragrafo 3.10). Sono stati utilizzati i seguenti DNA: pLXSN, pLXSN 
di E7HA HPV-16, pLXSN di E7HA HPV-16 Mut. 
In breve, il DNA plasmidico è stato diluito in 300 µl di una soluzione CaCl2 
200 mM. A tale soluzione sono stati aggiunti 300 µl di HBS 2X (0.05 M 
Hepes, 0.14 M NaCl, 1.5 mM Na2HPO4, pH 7.15), incubata per 30 minuti a 
temperatura ambiente e aggiunta alla coltura cellulare. Il terreno di coltura 
cellulare presenta anche clorochina (inibitore delle DNasi lisosomiali) alla 
concentrazione di 25 µM. Dopo 18 ore d’incubazione è stato eliminato il 
sovranatante e aggiunto alla coltura terreno fresco. 
Trascorse 48 ore dalla trasfezione, i sovranatanti di ciascuna capsula, 
contenenti un alto titolo di retrovirus ricombinanti, sono stati raccolti, 
filtrati (per eliminare i detriti cellulari) utilizzando filtri dal diametro di 0.45 
µM ed è stato aggiunto polybrene (Sigma, St.Louis, MO), alla 
concentrazione di 8 µg/ml (per favorire l’adsorbimento del virus alle 
cellule). I sovranatanti così trattati sono stati aggiunti in volumi di 1 ml a 
piastre da 100mm di diametro seminate con cellule HaCaT o con cellule 
MCF-7 alla densità del 40%. Le piastre sono state poi centrifugate per 1ora 
a 3000g a 24°C e incubate per 3 ore a 32°C.  
Le cellule sono state sottoposte a un secondo ciclo di infezione ed incubate 
per 16 ore a 32°C. In seguito i cloni cellulari infettati sono selezionati 
utilizzando terreno DMEM contenente l’antibiotico gentamicina (Sigma, St. 
Louis, MO) alla concentrazione di 1 g/ml e incubate nuovamente a 37°C. In 
tal modo solamente le cellule infettate riescono a proliferare. Le cellule 
vengono fatte crescere in terreno selettivo per 7 giorni, diminuendo la 
concentrazione della selezione fino ad arrivare ad una concentrazione di 
350 ug di gentamicina per ml di terreno. 
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3.12 Silenziamento dell’espressione genica di GSTP1 (“small 
interfering RNA”) 
 
Per ottenere una forte riduzione della produzione proteica di GSTP1 
cellulare sono state utilizzate brevi sequenze di RNA (GSTP1 siRNA) che 
si appaiano in modo specifico all’RNA messaggero di GSTP1 e ne causano 
la degradazione (metodo dell’interference). Il controllo negativo è 
rappresentato da sequenze di RNA (Non-targeting, NT siRNA) che non 
legano alcun RNA messaggero della cellula.  
Per consentire l’entrata di RNA esogeno all’interno della cellula (metodo 
della trasfezione), è stato utilizzato il reagente Lipofectamina 2000 
(Invitrogen). 24 ore prima della trasfezione, 1x105 cellule HaCaT sono state 
seminate in piastre da 35 mm di diametro per ottenere una densità cellulare 
del 30% al momento della trasfezione. 50 nM di On-Target GSTP1 siRNA 
(SMARTpool L-011179) o di On-Target plus siCONTROL (Non-targeting 
pool, D-001810-10 Dharmacon) sono stati aggiunti in una provetta 
contenente 250ul di terreno DMEM + 200 mM L-Glutamina. È stata 
preparata un’altra provetta con 250ul di terreno DMEM + 200 mM L-
Glutamina e 10ul di Lipofectamina 2000. Queste due soluzioni sono state 
tenute a incubare separatamente per 5 minuti e poi miscelate insieme e 
incubate per 20 minuti a temperatura ambiente. Nel frattempo, è stato 
eliminato il terreno dalle piastre seminate con le cellule, effettuato un 
lavaggio con PBS 1X e aggiunto 1.5 ml di terreno DMEM + 200 mM L-
Glutammina + 10% di siero fetale bovino. Trascorsi i 20 minuti 
dell’incubazione, la soluzione della provetta è stata aggiunta al terreno di 
coltura e tenuta ad incubare a 37ºC. Dopo 5 ore, è stato eliminato il terreno 
di coltura dalle piastre contenente la lipofectamina e aggiunto terreno 
DMEM + 200 mM L-Glutammina + 10% di siero fetale bovino + 50 µg/ml 
ml penicillina e 50 µg/ml streptomicina.  
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Il livello proteico di GSTP1 è stato analizzato mediante Western blotting a 
72 ore dalla trasfezione.  
Per monitorare l’efficienza di trasfezione, sono stati utlizzati dei piccoli 
RNA (siCONTROL TOX Non Targeting siRNA, D-001500-01 
Dharmacon) che si legano e causano la degradazione dell’mRNA di un 
gene essenziale per la sopravvivenza cellulare. Trascorse 24 ore dalla 




3.13   Valutazione dell’espressione proteica (saggio Western blot) 
 
Le cellule creciute in monostrato sono state trattate con PBS 1X (NaCl 8 
g/l, KCl 0.2 g/l, Na2HPO4 1.25 g/l, KH2PO4 0.2 g/l), per rimuovere il 
terreno di coltura residuo, e successivamente con tripsina, per staccarle dal 
supporto sul quale crescono. Tali cellule vengono centrifugate e lisate in 
ghiaccio per 30 minuti in un opportuno volume di buffer di lisi 
complementato con inibitori delle proteasi cellulari (1mM PMSF, 10 µg/ml 
leupeptina) e delle fosfatasi (1m MNa3VO4, 0.5mM NaF, 10 mM 
paraniltrofenilfosfato). Il buffer di lisi utilizzato è: buffer USA (50mM Tris-
HCl pH 7.4, 5mM EDTA, 250mM NaCl, 50mM NaF, 0.1% TRITON-X-
100, 0.1mM Na3VO4). Il lisato è stato centrifugato a 14000g a 4°C per 20 
minuti. Prelevato il sovranatante, è stata effettuata una determinazione 
quantitativa proteica secondo il metodo colorimetrico di Bradford. 
In seguito, il lisato proteico di ciascun campione (10-30 ug) è stato trattato 
con un adeguato volume del tampone di preparazione Laemli buffer 1X 
(2% SDS, 10% glicerolo, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8 + 5% β-
mercaptoetanolo per il gel in condizioni riducenti). Le proteine sono state 
denaturate a 95°C per 5 minuti e separate mediante elettroforesi su gel di 
SDS-poliacrilamide al 10-12%. La corsa elettroforetica è stata eseguita 
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utilizzando il tampone di corsa (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% SDS, 
pH 8.3). Le proteine separate nel gel sono state trasferite (blotting) su una 
membrana PVDF (Immobilon-p, Millipore) precedentemente attivata in 
metanolo per 2 minuti ed equilibrata per 5 minuti nel tampone di 
trasferimento (25mM TRIS-HCl, 192mM glicina, pH 8.3, 20% metanolo). 
Il trasferimento è stato eseguito per 1 ora a 100V (voltaggio costante) 
utilizzando il tampone di trasferimento mediante l’apparato Trans Blot 
Biorad. 
I siti di legame aspecifico della membrana sono stati bloccati per 1ora a 
temperatura ambiente con TBS-T 1X (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 137 mM 
NaCl + 0.5% Tween-20) e 5% di latte scremato in polvere (NFDM). 
Successivamente, la membrana è stata incubata con l’anticorpo primario 
(diluito in TBS-T + 5% NFDM), specifico per la proteina d’interesse, per 
16 ore a 4°C.  
La valutazione dei livelli di espressione delle diverse proteine prese in 
esame è stata effettuata mediante incubazione con i seguenti anticorpi: anti-
HA (anticorpo monoclonale, diluizione 1:1000, Cell Signaling), anti-
Phospho-SAPK/JNK (anti-PJNK) (anticorpo policlonale, diluizione 1:1000, 
Cell Signaling), anti-GSTP1 (anticorpo policlonale, diluizione 1:10000, 
StressGen), anti-JNK (anticorpo policlonale, diluizione 1:1000, Cell 
Signaling).  
Finita l’incubazione con l’anticorpo primario, sono stati effettuati lavaggi 
con abbondanti volumi di TBS-T 1X per 2 ore. Per le rilevazioni 
immunoenzimatiche le membrane sono state poi incubate per 45 minuti a 
temperatura ambiente con anticorpi secondari (specifici per le IgG 
dell’animale nel quale è stato prodotto l’anticorpo primario) coniugati con 
l’enzima perossidasi e diluiti in TBS-T + 5% latte NFDM (diluizione: 
1/:10000). 
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Dopo lavaggi in eccesso, il segnale è stato evidenziato mediante una 
reazione di chemioluminescenza utilizzando il Western Blotting Detection 
Kit, Amersham (ECL o ECL Advance).  
Per la normalizzazione del segnale, le membrane sono state 
successivamente incubate con l’anticorpo specifico per il gene 
“housekeeping” β-actina (anticorpo monoclonale, diluizione 1:3000, ICN). 
 
 
3.14   Analisi dell’equilibrio redox cellulare 
 
3.14.1 Analisi di TBARS (sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico) 
 
 Il livello dei TBARS cellulari è stato misurato utilizzando il 
protocollo descritto in Jentzsch et al. (Jentzsch et al., 1996). I lisati 
cellulari, in presenza di idrossitoluene butilato, sono stati aggiunti a una 
soluzione contenente acido ortofosforico e tiobarbiturico e incubati per 
45 minuti a 90 ºC. La reazione è stata bloccata in ghiaccio e la soluzione 
trattata con n-butanolo. La fase alcoolica è stata separata da quella 
acquosa mediante centrifugazione. La fase superiore è stata analizzata 
per la quantificazione di malondialdeide (MDA) che forma con l’acido 
tiobarbiturico un prodotto misurabile spettrofotometricamente. La curva 
di riferimento è stata ottenuta usando concentrazioni note di MDA 
(1.25, 0.5, 0.25 e 0.1 µM). I valori di TBARS così ottenuti sono stati 
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3.14.2 Analisi dei PUFAs (acidi grassi poli-insaturi)  
 
 I lisati cellulari sono stati estratti due volte in una soluzione di 
cloroformio-metanolo (2:1) in presenza di 100 ug dell’antiossidante 
butil-idrossi-toluene. La frazione fosfolipidica è stata purificata 
mediante cromatografia. Gli acidi grassi contenuti in questa frazione 
sono stati transmetilati con una soluzione di sodio metossido in 
metanolo e analizzati usando un sistema combinato di gas cromatografia 
e spettrometria di massa (Hewlett Packard 5890 II gas chromatography 
combined with 5989 mass spectrometry) su colonna capillare (FFA-P, 
60 m x 0.32 µm x 0.2 5mm, Hewlett Packard) con un gradiente di 
temperatura (10ºC al minuto) da 80 a 200 ºC. Il valore dei PUFA è 
espresso come ug/mg di proteina (Passi et al., 1991). 
 
3.14.3 Analisi dell’attività di enzimi antiossidanti 
 
 L’attività di tre enzimi antiossidanti (superossido dismutasi, 
glutatione perossidasi e catalasi) è stata determinata sulla soluzione di 
lisato cellulare ottenuta dopo lisi delle cellule mediante congelamento in 
azoto liquido e scongelamento (ripetuto diverse volte) e susseguente 
centrifugazione a 10000 g per 10 minuti a 4 ºC. 
L’attività della superossido dismutasi (SOD) è stata valutata mediante il 
protocollo descritto da Spitz and Oberley (Spitz and Oberley, 1989). In 
questo protocollo, è utilizzato il sistema in vitro di ipoxanthine-xantine 
ossidasi per produrre radicali superossidi; la quantità di superossidi 
prodotta è misurabile in quanto riducono il nitro-blue tetrazolio (NBT) 
in un composto rilevabile spettrofotometricamente. Una diminuzione 
della riduzione del NBT fornisce un’indicazione della quantità di attività 
della superossido dismutasi della soluzione del lisato celllulare, in 
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quanto tale enzima utilizza come substrato i radicali superossidi. 
L’attività totale dell’enzima è stata misurata a pH 7.8 in un fosfato 
buffer. Un’unità di attività è definita come la quantità di proteina che 
causa il 50% di diminuzione della riduzione del NTB. I risultati sono 
visualizzati come unità di enzima per mg di proteina. 
L’attività della catalasi (Cat) è stata determinata 
spettrofotometricamente misurando la scomparsa del perossido 
d’idrogeno (10 nM) (Claiborne, 1985). 2 ml di una soluzione di 10nM di 
perossido d’idrogeno e 0.2 M di buffer fosfato (pH 7.4) sono mescolati 
con 10-50 ul della soluzione di lisato cellulare. La cinetica di consumo 
del perossido d’idrogeno è stata valutata per 2’ a 25°C (240nm) e i 
valori ottenuti convertiti in unità di attività enzimatica sulla base dei dati 
di una curva standard ottenuti usando quantità note di enzima.Tali unità 
sono normalizzate per il contenuto di proteine nella soluzione di lisato 
cellulare analizzato. 
L’attività della glutatione perossidasi (GSH-Px) è stata misurata 
utilizzando come substrato il glutatione ridotto e il t-butil idroperossido. 
In presenza di un eccesso di glutatione reduttasi e NADPH, il glutatione 
ossidato dalla GSH-Px è immediatamente convertito nella forma ridotta 
con conseguente ossidazione del NADPH in NADP+. La diminuzione 
nell’assorbanza del NADPH è monitorata a 340 nm (Flohe and Gunzler, 
1984). I risultati, espressi come media ± SD, sono espressi in unità di 
attività enzimatica per mg di proteina. 
 
3.14.4   Attività enzimatica della GSTP1 
 
 L’attività enzimatica delle GST cellulari è stata misurata, sia in 
presenza che in assenza di acido etacrinico, EA (un inibitore specifico 
della GSTP1, concentrazione: 4 µM), usando il Glutathione S-
Transferase Assay Kit (Sigma) e, come substrato elettrofilo, il 1-chloro-
 - 61 -
2,4-dinitrobenzene (CDBN). La reazione di coniugazione del gruppo 
tiolico del glutatione al substrato CDBN è stata monitorata registrando i 
cambiamenti dell’assorbanza a 340 nm da 1 a 5 minuti dall’inizio della 
reazione. L’aumento dell’assorbanza è direttamente proporzionale 
all’attività delle GST (attività espressa come nmoli di CDNB/min/mg di 
proteina). L’attività a carico della GSTP1 è stata calcolata tramite 
differenza tra le due misurazioni osservate (in assenza e in presenza di 
EA). I risultati sono espressi come media ± SEM di tre differenti 
determinazioni effettuate in duplicato.  
 
3.14.5   Determinazione del contenuto cellulare del glutatione  
 
 Il livello di glutatione ridotto (GSH) è stato determinato in lisati 
cellulari mediante HPLC-MS (spettrometria di massa accoppiata alla 
cromatografia liquida ad alta pressione) come descritto da Marchese et 
al. (Marchese et al., 2003). Per prevenire l’auto-ossidazione del 
glutatione la lisi delle cellule è stata effettuata in soluzione acquosa 
contenente 10 nM di N-etilmaleimide. 20 nM di acido tiosalicilico 
(TSA) sono stati aggiunti per avere uno standard interno mentre 
acetonitrile è stato aggiunto per consentire la precipitazione delle 
proteine presenti nel lisato. Dopo centrifugazione a 10000g per 5 minuti, 
la soluzione è stata analizzata tramite sistema HPLC-MS. Il valore 
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3.15    Metodi chimico – fisici per l’induzione di morte cellulare  
 
 3.15.1 Irradiamento con UV  
 
Cellule HaCaT infettate con pLXSN, E7HA HPV-16 pLXSN e 
E7HA HPV-16 3M pLXSN sono state sottoposte, in assenza di terreno 
di coltura, ad un trattamento radiante UVB (290-320nm) per 8 secondi 
all’interno di una “camera ad UV”. L’energia di irradiamento è, in 
questo apparato radiante e in queste condizioni sperimentali, pari a 8 
mJ/cm2. Trascorso tale tempo, è stato aggiunto alle cellule del terreno di 
coltura e sono state incubate per 1 ora e 30 minuti, 5, 8 o 24 ore a 37ºC e 
utilizzate per effettuare Western Blotting o per conte di vitalità cellulare. 
 
 3.15.2 Trattamento con perossido di idrogeno 
 
Cellule HaCaT infettate con pLXSN e con E7HA HPV-16 pLXSN 
sono state seminate in piastre da 35 mm di diametro in 1.5 ml di terreno 
di coltura contenente 0.5 mM di perossido d’idrogeno. Trascorsi 30 
minuti, per eliminare il perossido d’idrogeno, è stato cambiato il mezzo 
di coltura e dopo 5 ore e 30 minuti le cellule sono state raccolte per 
valutare l’espressione di GSTP1 tramite Western blotting.  
 
 
3.16 Analisi della vitalità cellulare 
 
La vitalità cellulare è stata valutata utilizzando il metodo della 
colorazione TRIPAN.  
Le cellule sono state staccate dal supporto plastico mediante tripsina, 
incubate con lo 0.4% di TRIPAN BLUE (Invitrogen) e osservate al 
microscopio. Soltanto le cellule vitali sono in grado di espellere all’esterno 
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tale colorante; la percentuale di tale popolazione di cellule è stata 
determinata contando, in un emocitometro, 100 cellule per ogni 
esperimento. Ciascun esperimento è stato effettuato in quadruplicato. 
 
 
3.17 Saggio TUNEL 
 
Il saggio TUNEL (“Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated 
dUTP nick and labeling”) consente la visualizzazione di corpi apoptotici 
rilevata con tecniche di microscopia a fluorescenza, (kit utilizzato: “In situ 
Cell Death Detection Kit, Fluorescein”, Roche). La metodica si basa sulla 
marcatura enzimatica delle estremità 3’-OH di sequenze oligonucletidiche 
di DNA che si formano durante la frammentazione nucleotidica tipica dei 
fenomeni apoptotici, tramite l’azione dell’enzima deossinucleotidil-
transferasi terminale (TdT). Questo enzima è in grado di catalizzare la 
reazione di polimerizzazione del DNA in modo aspecifico cioè templato-
indipendente. Uno dei 4 deossiribonucleotidi (il dUTP) presenti nella 
miscela di reazione è coniugato con una molecola di fluoresceina, che 
assorbe a una lunghezza d’onda compresa tra 450 e 500 nm con 
conseguente emissione fluorescente alla lunghezza di 515-565 nm 
(colorazione verde). Cellule HaCaT infettate con pLXSN E7 HPV-16 e 
pLXSN, dopo essere state esposte ad irradiamento UV (vedi paragrafo 
3.14.1), sono state sottoposte a trattamento fissativo in paraformaldeide 3% 
(in PBS 1X, pH 7.4) per 20 minuti a temperatura ambiente. Dopo un 
lavaggio in PBS 1X, tali cellule sono state incubate per 5 minuti in presenza 
di Triton X-100 0.5% (in PBS 1X, pH 7.4) in modo da permeabilizzare le 
membrane. Dopo ulteriori lavaggi le cellule sono state incubate per 1 ora a 
37ºC al buio con una soluzione contenente l’enzima TdT e la miscela di 
nucleotidi (kit Roche). I campioni sono stati quindi analizzati al 
microscopio a fluorescenza alla lunghezza d’onda di 515-565nm. Per 
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ottenere una visualizzazione dei nuclei, le cellule sono state trattate con il 
colorante cellulare Hoechst 33342 (1 ug/ml) per 5 minuti a temperatura 
ambiente. Tale sostanza, intercalandosi al DNA, consente una specifica 
colorazione blu di tutti i nuclei senza interferire con la colorazione TUNEL 
che, invece, renderà visibili i soli nuclei apoptotici. 
 
 
3.18   Analisi statistica dei risultati sperimentali 
 
Per una valutazione sulla significatività statistica dei risultati ottenuti, 
è stato utilizzato il test t di Student a due code. I valori di P < 0.05 sono stati 
considerati statisticamente significativi.  
 
 





4.1 Identificazione della zona d’interazione di E7 HPV-16 e 
GSTP1 
 
Allo scopo di individuare in dettaglio le sequenze aminoacidiche 
dell’oncoproteina E7 che interagiscono con la GSTP1 è stata utilizzata la 
tecnica di sintesi di oligopeptidi in fase solida (Mimotopes) che prevede la 
sintesi su supporti di polipropilene (pin) di oligopeptidi (Geysen et al., 
1984; Maeji et al., 1990) la cui sequenza riproduce l’intera oncoproteina E7 
(98aa). Tali oligopeptidi sono stati sintetizzati come dodecameri, dove 
l’oligopeptide “n+1” condivide 9 aminoacidi con l’oligopeptide “n”. La 
sovrapposizione di sequenze impedisce che la regione di legame di E7 con 
GSTP1 sia frammentata su troppi oligopeptidi.  
Terminata la sintesi su fase insolubile (pin), gli oligopeptidi sono stati 
saggiati per la loro abilità di interagire fisicamente con la proteina 
ricombinante GSTP1. La quantità di GSTP1 legata da ogni singolo pin è 
stata quantificata tramite saggio immunoenzimatico (ELISA). 
I risultati, riportati nella figura 7, mostrano che due regioni coinvolte nel 
legame: una in posizione centrale e l’altra nella regione C-terminale della 
sequenza aminoacidica di E7. Queste due regioni sono localizzzate nel 
dominio “zinc finger” CR3. E’ noto che questa regione interagisce con 
alcuni fattori coinvolti nel controllo del ciclo cellulare, nel metabolismo dei 
carboidrati e nella regolazione trascrizionale (Zwerschke e Jansen-Durr, 
2000) ed è necessaria per la capacità trasformante di E7 (Mc Cance, 2005). 
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Lo stesso esperimento di legame su oligopeptidi sintetici è stato ripetuto in 
presenza di glutatione ridotto (GSH) al fine di verificare se il legame 
GSTP1-E7 venga influenzato o meno dalla presenza del cofattore naturale 
di GSTP1. Il pattern di interazione, in presenza o in assenza di eccesso di 
glutatione ridotto, è assolutamente sovrapponibile (dati non mostrati), 
quindi il legame con GSH e la sua azione riducente non inficiano 
l’interazione tra GSTP1 ed E7. 
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Fig. 7. Analisi della zona d’interazione di E7 HPV-16 con la proteina GSTP1.  
Tale grafico mostra il risultato del saggio immunoenzimatico ELISA. Nelle ordinate sono riportati i valori di assorbimento medi (risultato 
di tre esperimenti indipendenti) rilevati per ciascuna sequenza aminoacidica analizzata. Le due regioni interagenti trovate corrispondono ai 
picchi di assorbimento del grafico. 
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4.2   Modello molecolare dell’interazione tra il dimero del 
dominio CR3 di E7 e GSTP1 (docking model) 
 
In base ai dati ottenuti nel paragrafo 4.1, è stato costruito un modello 
molecolare dell’interazione tra il dimero del dominio CR3 di E7 HPV-16 
(dall’aminoacido 48 al 98 della sequenza di E7) e GSTP1 utilizzando il 
programma Hex (vedi paragrafo 3.5). 
Dopo aver costruito un modello di struttura quaternaria del dimero CR3, è 
stato effettuato un docking model di quest’ultimo con la struttura 
tridimensionale, nota in letteratura, della subunità monomerica GSTP1 
legata al glutatione (per mostrare il G-site) e al substrato clorambucile (per 
mostrare il H-site).  
I diversi modelli dei complessi CR3 E7 HPV-16/GSTP1 ottenuti dal 
programma Hex sono stati valutati considerando che la superficie proteica 
del domino dimerico CR3 non contiene zone idrofobiche e che il legame 
del dominio CR3 di E7 HPV-1A (omologo a quello di E7-HPV16) con la 
proteina pRb dipende in gran parte da interazioni elettrostatiche (Liu et al., 
2006). Infine, è stato scelto il complesso caratterizzato dal maggior numero 
di interazioni elettrostatiche intermolecolari (fig. 8A). Per il dimero CR3 è 
stata scelta una visualizzazione della struttura per mettere in evidenza lo 
scheletro proteico; per quanto riguarda GSTP1, una che rappresenta la 
superficie proteica (in azzurro nella figura). 
In rosso sono evidenziati gli aminoacidi del dominio CR3 che interagiscono 
con GSTP1. È interessante notare che questi aminoacidi (tra i quali Glu80, 
His 51 e Arg66) fanno parte del peptide con maggiore positività al saggio 
ELISA per l’interazione con GSTP1 (vedi paragrafo 4.1). Nella tabella 
sottostante, sono elencati i ponti salini intermolecolari che potrebbero 
formarsi tra aminoacidi polari delle due proteine, interazioni necessarie per 
lo stabilirsi del legame tra il CR3 e la GSTP1. 
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GSTP1 E7 HPV-16
Lys 44 Asp 62 
Arg 70 Glu 80 
Arg 74 Glu 80 
Asp 90 His 51 
Asp 94 Arg 66 
 
Come si vede nel modello, il legame con E7 non causa alcun ingombro 
sterico sui residui che costituiscono il sito attivo dell’enzima: il sito di 
legame per il glutatione, G-site, e il sito di legame per il substrato, H-site. 
Ciò conferma i dati ottenuti col saggio immunoenzimatico del paragrafo 
4.1, dove un eccesso di glutatione non inficia la possibilità degli 
oligopeptidi di E7 di interagire con GSTP1. 
Inoltre, GSTP1 sembra legare soltanto uno dei dimeri di CR3, lasciando 
così l’altro domonio CR3 potenzialmente in grado di poter legare un altro 
monomero di GSTP1. 
In giallo sono riportati i residui aminoacidici di cisteina 47 e 101 della 
GSTP1. Tali residui devono stare in uno stato ridotto affinché la proteina 
risulti attiva, sia dal punto di vista catalitico che da quello regolatorio (vedi 
paragrafo 1.2.2). Secondo questo modello, il dimero di E7, legandosi a 
GSTP1, va a interporsi tra questi due residui causando un ingombro sterico 
che non rende possibile la formazione del ponte disolfuro intramolecolare 
tra le due cisteine e/o intermolecolare con un altro monomero di GSTP1, 
impedendo, quindi, l’ossidazione di tali residui. 
Nella figura 8B, è visualizzato il modello evidenziando in blu l’intera 
regione di legame della GSTP1 sul dominio CR3 di E7 HPV-16.  
Nella figura 8C, è riportata, invece, la struttura tridimensionale dell’enzima 
GSTP1 nativo in forma dimerica (Protein Data Bank structure 1AQW), 
evidenziando in blu l’interfaccia di legame di un monomero sull’altro.  
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Confrontando le regioni blu delle figure B e C, si nota che in molte zone del 
monomero GSTP1 vi è una sovapposizione. Secondo il modello, vi sarebbe 
una competizione di legame mutuamente esclusiva tra E7 e il momonero di 
GSTP1. E7, legato a un monomero di GSTP1, impedirebbe stericamente il 
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Fig. 8.  Modello molecolare dell’interazione tra il dimero del 
dominio CR3 di E7 HPV-16 e la subunità monomerica 
GSTP1.  
A) Modello “docking” del monomero GSTP1 (viene rappresentata la 
superficie della proteina, in azzurro) con il dimero CR3 di E7 HPV-16 
(rappresentato come “scheletro proteico” con le due subunità distinte tramite 
colori verde e arancione). La porzione della GSTP1 dove si trovano localizzati i 
residui di Cys 47 e 101 è evidenziata in giallo. Per ottenere la struttura 
tridimensionale di GSTP1, tale monomero è stato co-cristallizzato con il suo 
cofattore, il glutatione, e con un potenziale substrato, il clorambucile, per 
mostrare, rispettivamente, il G-site e il H-site dell’enzima.   
B) Altra rappresentazione del modello docking. In blu è evidenziata la 
porzione proteica del monomero di GSTP1 che interagisce col CR3 di E7 HPV-
16. 
C) Struttura tridimensionale dell’omodimero GSTP1. In blu è evidenziata la 
regione di contatto di un monomero con l’altro. 
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4.3 Mutagenesi sito-specifica della proteina E7  
 
Secondo i dati sperimentali riportati nel paragrafo 4.1 e il modello 
molecolare d’interazione (paragrafo 4.2), specifici aminoacidi lungo la 
sequenza di E7 svolgono un ruolo essenziale per il legame con il monomero 
di GSTP1. Questi aminoacidi sono riassunti nella tabella del paragrafo 4.2. 
Sulla base di questi dati, sono state introdotte, mediante PCR, specifiche 
sostituzioni nucleotidiche a carico della sequenza di E7 HPV-16 con lo 
scopo di ottenere un mutante E7 HPV-16 che non leghi GSTP1. La proteina 
tradotta in vitro porta sostituzioni aminoacidiche nei tre aminoacidi 
coinvolti, secondo il modello molecolare, nel legame con GSTP1: 
precisamente His 51, Glu 80 e Arg 66. Questi residui sono stati sostituiti 
ciascuno con un residuo di Ala. 
Sia la proteina E7 HPV-16 wild-type che quella mutata (E7 HPV-16 Mut) 
sono state prodotte in vitro, marcate radioattivamente e saggiate per 
l’interazione in vitro con una proteina GSTP1 ricombinante legata ad un 
supporto solido. La separazione elettroforetica e la conseguente esposizione 
autoradiografica mostra che soltanto la proteina E7 HPV-16 wild-type è in 
grado di interagire con la GSTP1 (fig. 9A). Il saggio d’interazione in vitro è 
stato effettuato anche con una proteina, RCC1, che non lega E7 HPV-16 e 
rappresenta il controllo negativo. 
Si può affermare che le mutazioni introdotte, scelte sulla base del modello 
molecolare, inficiano in modo determinante in vitro il legame di E7 con la 
GSTP1. Interessante notare che queste mutazioni, che causano una 
“perturbazione molecolare” locale nella struttura tridimensionale della 
proteina, non interferiscono con l’abilità di E7 di interagire con la proteina 
cellulare pRb, il più noto target molecolare di E7. Infatti, è stato effettuato 
un esperimento di interazione in vitro utilizzando la proteina ricombiante 
pRb e, come si vede nel pannello B della figura 9, E7 HPV-16 Mut, al pari 
di E7 HPV-16 wild-type, mantiene la capacità di legare pRb. 









Fig. 9.    Saggi per l’analisi dell’interazione in vitro  
A) La proteina ricombinante (N-6His-GSTP1 o N-6His-RRC1, quest’ultimo è un 
controllo negativo), legata ad un supporto solido, è stata incubata in presenza 
del tradotto in vitro [35S]-E7 HPV16 o [35S]-E7 HPV16 Mut con successiva 
separazione elettroforetica ed esposizione autoradiografica. Il segnale 
radioattivo è presente solamente nel campione con GSTP1 e [35S]-E7 HPV16.  
B) La proteina ricombinante S.J.GST-pRb, legata ad un supporto solido, è stata 
incubata in presenza del tradotto in vitro [35S]-E7 HPV16 o [35S]-E7 HPV16 
Mut con successiva separazione elettroforetica ed esposizione 
autoradiografica. Il segnale radioattivo è presente in entrambi i campioni, a 
dimostrazione dell’avvenuta interazione di entrambe le proteine E7 con pRb. 
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4.4 Analisi dell’espressione e dell’attività enzimatica di GSTP1 
in cellule HaCaT infettate con E7  
 
Per investigare sul possibile significato biologico e funzionale 
dell’interazione fisica tra la proteina cellulare GSTP1 e l’oncoproteina 
virale, sono stati prodotti cloni cellulari HaCaT (cheratinociti umani 
immortalizzati) in grado di esprimere stabilmente E7 di HPV-16 tramite 
costrutti retrovirali. La scelta di utilizzare cellule infettate al posto di cellule 
trasfettate transientemente nasce dalla necessità di ottenere una popolazione 
cellulare che esprima stabilmente le proteine virali in modo omogeneo e a 
livelli paragonabili a quelli riscontrabili nelle cellule di carcinoma della 
cervice infettate da HPV, dove si osserva una produzione bassa e costante 
della proteina virale. 
L’espressione delle proteine E7 HPV-16 wild-type e E7 HPV-16 Mut in 
cellule HaCaT infettate è stata verificata attraverso Western blotting 
utilizzando anticorpi specifici per la sequenza HA della proteina di fusione 
E7 infettata (fig. 10A).  
Il controllo è rappresentato da cellule HaCaT infettate col solo costrutto 
retrovirale vuoto. Questo clone cellulare rappresenta la condizione di 
riferimento per ogni valutazione dell’effetto di E7 nella cellula infettata. 
L’infezione effettuata per ottenere l’espressione della proteina E7 HPV-16 
Mut consente un’importante verifica del possibile significato biologico 
dell’interazione tra E7 e GSTP1, che rappresenta lo scopo di questa tesi. 
Ottenuti dei cloni cellulari che esprimono stabilmente la proteina ectopica, è 
stato verificato se la presenza di E7 sia in grado di alterare l’espressione e 
l’attività di GSTP1.  
Il livello traduzionale di GSTP1 è stato valutato effettuando esperimenti di 
Western blotting su lisati proteici cellulari dei tre cloni infettati. Come si 
vede nella figura 10A, non vi è alcuna differenza d’intensità di segnale fra i 
tre lisati, a dimostrazione che i livelli proteici di GSTP1, nonostante la 
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presenza di E7, restano inalterati. Lo stesso risultato è stato ottenuto 
valutando, mediante real time PCR, i livelli di mRNA di GSTP1 (dato non 
mostrato).  
GSTP1 svolge un’importante funzione enzimatica all’interno della cellula 
(paragrafo 1.2.2). Quindi, è stata determinata anche l’attività catalitica di 
GSTP1 in relazione alla presenza o meno delle proteine virali analizzate. 
Per valutare più accuratamente la modulazione dell’attività enzimatica della 
GSTP1 rispetto a quella totale delle GST presenti nella cellula, l’attività 
enzimatica è stata determinata in presenza e in assenza di acido etacrinico 
(EA), un inibitore della GSTP1 (Awasthi et al. 1993). Per sottrazione tra le 
due misurazioni effettuate è stato possibile evidenziare l’attività glutatione 
S-tranferasica a carico della sola GSTP1. Nel grafico della figura 10 
(pannello B), sono riassunte le misurazioni effettuate in tre esperimenti 
indipendenti. Si nota un leggero aumento dell’attività enzimatica nelle 
cellule infettate con E7 HPV-16 e un decremento in quelle infettate con E7 
HPV-16 Mut, se comparate con l’attività di GSTP1 presente nelle cellule di 
controllo. Queste variazioni, però, non risultano essere statisticamente 
significative e, quindi, possono esprimere o soltanto una “tendenza 











Fig. 10. Analisi dei livelli proteici e di attività enzimatica di 
GSTP1 in cellule HaCaT infettate con E7. 
A)  Western blotting effettuato sui tre cloni cellulari infettati prodotti (infezione 
con il solo costrutto retrovirale, denominato “controllo”, con HA-E7 HPV-16 
e con HA-E7 HPV-16 Mut) utilizzando anticorpi specifici per l’epitopo HA 
(per verificare la traduzione della proteina virale ectopica introdotta), per la 
GSTP1 e per la β-actina, usata per la normalizzazione dei risultati.  
B) Il grafico rappresenta l’attività enzimatica a carico della GSTP1 cellulare nei 
tre cloni cellulari infettati. L’attività è espressa come nmoli di CDNB/min/mg 
di proteina e i valori sono stati ottenuti per sottrazione tra le misurazioni 
effettuate in assenza e in presenza di acido etacrinico, un inibitore della 
GSTP1.  
Le colonne mostrano il valore medio ± deviazione standard (esperimenti 
effettuati in triplicato). 
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4.5 Analisi dei livelli proteici di GSTP1 in cellule Phoenix 
trasfettate in modo transiente con E7  
 
L’infezione retrovirale consente l’espressione stabile del gene ectopico 
introdotto, ma a bassi livelli proteici; viceversa, la trasfezione transiente 
consente l’espressione transitoria del gene ectopico ottenendo però livelli 
proteici più elevati. 
Per verificare ulteriormente se l’espressione di E7 HPV-16 non alterasse i 
livelli proteici della GSTP1 cellulare, sono stati effettuati esperimenti di 
espressione ectopica a livelli crescenti di E7. Per ottenere un’elevata 
efficienza di trasfezione e un ottimo livello di espressione di E7 è stata 
utilizzata la linea cellulare Phoenix (ΦNX) (Kinsella and Nolan, 1996).  
Le cellule Phoenix sono state trasfettate in modo transiente con 
concentrazioni crescenti (5, 10, 15 e 25 µg) del plasmide E7 HPV-16 
pCDNA3T7tag oppure del plasmide pCDNA3T7tag senza l’inserto 
(controllo). Trascorse 48h, sono stati controllati, mediante Western blotting, 
i livelli proteici di E7 e GSTP1 prodotti dalle cellule. Come si vede nella 
figura 11, a quantità crescenti di E7 non corrisponde una modulazione dei 









                 
 
Fig. 11.  Analisi dei livelli proteici di GSTP1 in relazione a livelli 
di espressione ectopica crescenti di E7 HPV-16. 
A) Verifica, mediante Western blotting, dei livelli di espressione ectopica 
crescenti di E7 HPV-16 pCDNA3T7tag in cellule Phoenix. 
B) Livelli proteici di GSTP1 presenti nei campioni analizzati. 
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4.6   Alterazioni nell’equilibrio redox cellulare in presenza di E7  
 
 Il mantenimento dell’equilibrio cellulare redox è una delle principali 
funzioni di GSTP1. Quindi, dopo aver valutato l’attività enzimatica di 
GSTP1 in presenza di E7, sono stati analizzati una serie di parametri 
biochimici per stimare quantitativamente se la presenza di E7, wild-type o 
mutata, interferisce sull’equilibrio redox cellulare.  
Nei tre cloni cellulari infettati, sono stati analizzati i seguenti parametri 
biochimici: 1) la quantità di “sostanze reattive all’acido tiobarbiturico” 
(TBARS) che rappresentano il prodotto finale della perossidazione lipidica; 
2) il contenuto degli acidi grassi poli-insaturi (PUFAs) che rappresentano il 
primo target dello stress lipidico cellulare; 3) l’attività enzimatica della 
superossido dismutasi (SOD), della catalasi e della glutatione perossidasi 
(GSH-Px); 4) la quantità di glutatione ridotto (GSH), importante per la 
rimozione dei radicali liberi. I risultati sono riassunti nella tabella della 
figura 12.  
Vi è una variazione, statisticamente significativa, in tutti i parametri 
analizzati nelle cellule infettate con E7 HPV-16 se confrontate con quelle di 
controllo. Tali differenze evidenziano un maggiore stress ossidativo 
cellulare causato dalla presenza di E7 HPV-16.  
Analizzando i dati ottenuti sul clone HaCaT infettato con E7 HPV-16 Mut e 
comparandoli con quelli delle cellule di controllo, si nota anche qui una 
tendenza verso l’aumento dello stress ossidativo causato dalla presenza 
della proteina virale. In particolare, l’attività della glutatione perossidasi e il 
contenuto del glutatione ridotto (GSH) risultano aumentate in entrambe le 
linee infettate con le proteine virali. 
 












TBARS (nmol/mg prot.) 0.37 ± 0.01 0.71 ± 0.04** 0.42 ± 0.09◊◊  
Perossidazione 
lipidica PUFA (%) 25.36 ± 0.41 22.92 ± 0.91* 23.76 ± 0,83 
SOD (U/mg prot.) 31.91 ± 2.05 38.29 ± 2.01* 37.92 ± 1.09* 
Catalase (U/mg prot.) 6.33 ± 0.85 7.45 ± 1.01* 8.52 ± 0.93* 





GSH (nmol/mg prot.) 193.53 ± 2.74 235.67 ± 19.85* 240.00 ± 18.73* 
 
Fig. 12. La presenza di E7 causa stress ossidativo nella cellula 
infettata. 
Nella tabella sono riportate le determinazioni quantitative (3 determinazioni 
indipendenti effettuate in duplicato ed espresse come media ± SEM) dei parametri 
analizzati per stimare l’equilibrio redox nei tre cloni cellulari HaCaT infettati.  
Nelle colonne riguardanti il clone cellulare infettato con E7 HPV-16 o con E7 
HPV-16 Mut, l’asterisco (*) indica la significatività statistica ottenuta 
confrontando i loro valori con quelli delle cellule di controllo. Nelle colonne 
riguardanti il clone cellulare infettato con E7 HPV-16 Mut, il simbolo del 
diamante (◊) indica la significativa statistica ottenuta confrontando i suoi valori 
con quelli delle cellule infettate con E7 HPV-16.  
Come si vede dai dati, vi è un generale aumento dello stress ossidativo cellulare 
causato dalla presenza della proteina virale, sia nella forma wild-type che in quella 
mutata. 
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4.7  Analisi dell’influenza di E7 sull’attività regolatoria di GSTP1 
 
Dopo aver constatato che la presenza di E7 nella cellula e il legame di 
E7 con GSTP1 non interferisce col ruolo catalitico cellulare di GSTP1 
(paragrafo 4.4), è stato analizzato, nei cloni cellulari HaCaT infettati, l’altro 
importante ruolo svolto da GSTP1: è in grado di inibire la fosforilazione e, 
conseguentemente, l’attivazione di JNK1 (c-Jun N-terminal Kinase 1), con 
il risultato di un’inibizione della cascata apoptotica mediata da quest’ultima 
(Adler et al.1999; Wang et al. 2001). GSTP1 lega JNK1 solo nella sua 
forma monomerica ridotta; tale legame inibisce la fosforilazione di JNK1. 
Condizioni di stress possono portare all’ossidazione e, di conseguenza, alla 
completa inattivazione della proteina GSTP1 (Shen et al., 1993; Bernardini 
et al., 2000; Cumming et al, 2001; Chang et al., 2001; Wang et al., 2001).  
Dato che E7 provoca un aumento della sopravvivenza cellulare (Severino et 
la., 2007), è stato analizzato se il legame di E7 con la GSTP1 possa causare 
un’alterazione del pathway regolatorio svolto dalla forma monomerica 
ridotta di GSTP1. Sono stati valutati possibili variazioni nei livelli di 
ossidazione della GSTP1 e nel livello di fosforilazione di JNK1 indotti 
entrambi dalla presenza di E7 HPV-16.  
 
 
4.7.1  Protezione dall’ossidazione di GSTP1 nelle cellule 
infettate con E7  
 
Lisati proteici totali sono stati analizzati mediante Western blotting 
per determinare i livelli proteici delle forme ossidate e ridotte della 
proteina GSTP1. Effettuando un Western blotting in assenza di β-
mercaptoetanolo (condizioni non riducenti), è mantenuto inalterato lo 
stato redox della proteina così come è all’interno della cellula: in tal 
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modo è possibile separare elettroforeticamente la forma ossidata da 
quella ridotta della proteina GSTP1 (Ricci et al., 1991; Shen et al., 1993; 
Chang et al., 2001; Cumming et al., 2001). La figura 13 mostra il 
Western blotting ottenuto. 
In condizioni normali (“untreated”), si nota una leggera diminuzione 
dell’ossidazione della proteina GSTP1, sia nelle forme multimeriche che 
monomerica, in presenza di E7 HPV-16. Se viene indotto stress 
ossidativo, tramite irradiamento con UV o trattamento con H2O2, si 
assiste a un sostanziale incremento delle forme ossidate di GSTP1. 
Infatti, gli esperimenti effettuati con il controllo (HaCaT infettate col 
solo vettore vuoto), mostrano che vi è un notevole aumento sia delle 
forme multimeriche che monomerica ossidate della GSTP1 dopo 
induzione dello stress ossidativo.(vedi fig. 13). Ciò conferma i dati in 
letteratura (vedi paragrafo 1.2.2). 
Molto interessante notare che, in queste condizioni, appare più evidente 
l’effetto di E7 sulla protezione dall’ossidazione di GSTP1. In particolare 
vi è una netta diminuzione dei livelli del monomero ossidato, generato 
dalla formazione del legame disolfuro intramolecolare tra la cys 47 e la 
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Fig. 13. E7 HPV-16 influenza il bilancio tra forma ossidata e 
ridotta della GSTP1. 
Western blotting effettuato in condizioni non riducenti (assenza di β-
mercaptoetanolo) per mantenere inalterato lo stato redox della GSTP1 nei lisati 
cellulari delle HaCaT di controllo e di quelle infettate con E7 HPV-16. Tali 
cellule sono state analizzate in condizioni normali (“untreated”) e dopo induzione 
di stress ossidativo tramite esposizione agli UV (UVB, 5 mJ/ cm2 per 1 minuto) o 
a perossido d’idrogeno (0.5 mM H2O2 for 30 min). Trascorsi 90 minuti o 5h (nel 
caso dell’esposizione agli UV) o 6h (nel caso del trattamento con perossido 
d’idrogeno), le cellule sono state lisate ed è stata saggiata la quantità di GSTP1 
ossidata e ridotta mediante Western blotting. 
La presenza di E7 HPV-16 causa una drastica diminuzione dell’ossidazione di 
GSTP1, sia della forma multimerica (GSTP1 multimerox) e sia di quella 
monomerica (GSTP1 monomerox). I livelli proteici di actina, determinati 
effettuando un Western blotting dei lisati in condizioni riducenti, sono stati 
utilizzati per la normalizzazione dei dati. 
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Effettuando Western blotting in condizioni non riducenti, dopo 
induzione di stress ossidativo, si nota, nel clone cellulare infettato con 
E7 HPV-16 Mut, che tale proteina virale mutata è meno efficiente nella 
protezione dell’ossidazione di GSTP1, se paragonata agli effetti ottenuti 
da E7 wild-type (fig. 14). Questa minore protezione può essere 
interpretata sulla base della minore affinità di E7 HPV-16 Mut verso 
GSTP1; E7 HPV-16 Mut non è, quindi, in grado di impedire 
stericamente (secondo il modello molecolare del paragrafo 4.2) la 
formazione dei legami disolfuro a carico della proteina GSTP1 (in 
particolare, quello tra cys 47 e cys 101). 
                             
 
Fig. 14.  E7 HPV-16 Mut è meno efficiente nella protezione 
dall’ossidazione di GSTP1.  
Western blotting effettuato in condizioni non riducenti, dopo induzione di stress 
ossidativo (tramite irradiamento con UVB, 5 mJ/ cm2 per 1 minuto).  
Trascorse 5h dopo l’esposizione agli UV, le cellule (dei tre cloni cellulari 
infettati) sono state lisate ed è stata valutata  la quantità di GSTP1 ossidata e 
ridotta. I livelli proteici di β-actina, determinati nelle stesse condizioni di Western 
blotting, sono stati utilizzati per la normalizzazione dei dati. 
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4.7.2 La presenza di E7 causa una diminuzione dei livelli di 
fosforilazione di JNK1  
 
  Sono stati valutati i livelli di fosforilazione della proteina JNK1 nei 
tre cloni cellulari infettati. Per valutare un’eventuale modulazione da 
parte di E7, è stata indotta, attraverso irradiamento con UV, l’attivazione 
della cascata pro-apoptotica regolata da JNK1. I risultati sono 
rappresentati nella figura 15.  
Le cellule HaCaT che esprimono E7 HPV-16 mostrano, rispetto al 
controllo, una marcata riduzione della forma fosforilata di JNK1, come 
rilevato dal Western blotting effettuato usando uno specifico anticorpo 
che riconosce i livelli endogeni delle forme p46 e p54 di JNK1 
(entrambe fosforilate a livello della treonina 183 e della tirosina 185). 
Le cellule infettate con E7 HPV-16 Mut mostrano un livello di 
fosforilazione della proteina intermedio tra il controllo e E7 HPV-16 
wild-type. Ciò dimostra che la proteina virale mutata è meno efficiente 
nel determinare un abbassamento dei livelli fosforilati di JNK1. 
             …..  
Fig. 15.  Analisi dei livelli di fosforilazione di JNK1.  
Western blotting effettuato sui tre cloni cellulari, dopo induzione con UVB, per 
valutare il livello di fosforilazione di JNK1, il livello totale di JNK e della β-
actina. 
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4.8 Ruolo di E7 sulla sopravvivenza cellulare in cellule HaCaT e 
MCF-7  
 
 La presenza di E7 HPV-16 conferisce alle cellule infettate una 
protezione alla morte cellulare indotta da UV (Magal et al.,1998; Severino 
et al., 2007). I dati ottenuti nel paragrafo 4.7.2, dimostrano che E7 HPV-16 
riesce ad inibire la fosforilazione di JNK1 e conseguentemente l’attivazione 
del pathway apoptotico.  
Una verifica di questi dati è stata ottenuta valutando la quantità di cellule 
resistenti dopo induzione di morte cellulare (trattamento con UV). Cellule 
HaCaT di controllo o con E7 HPV-16 sono state irradiate con UV e, 
trascorse 5h dal trattamento, è stata valutata la quantità percentuale di 
cellule morte tramite una differenza tra numero di cellule vitali non irradiate 
e numero di cellule vitali irradiate. Come si vede nelle prime due colonne 
del grafico della figura 16B, vi è una differenza statisticamente significativa 
nel numero di cellule morte tra HaCaT di controllo e quelle con E7 HPV-16 
(rispettivamente, 28,9 % ± 2,3% vs 4,7 % ± 1,5% di morte cellulare). 
Prendendo in considerazione la protezione dall’ossidazione di GSTP1 di E7 
wild-type e i dati ottenuti con il mutante (paragrafo 4.7), si può ipotizzare 
che E7 esplichi questo ruolo attraverso il suo legame con GSTP1. 
Una prima verifica dell’importanza del legame tra E7 e GSTP1 per 
l’aumentata sopravvivenza cellulare indotta da E7, è stata ottenuta 
effettuando lo stesso esperimento di induzione di morte celullare e 
successiva conta delle cellule vitali in una linea cellulare che non esprime 
GSTP1. Le cellule del carcinoma mammario MCF-7 non esprimono GSTP1 
(Moscow et al., 1989) a causa di una ipermetilazione del suo promotore 
(Lin and Nelson, 2003). Come per le HaCaT, sono stati prodotti, tramite 
infezione retrovirale, un clone per l’espressione stabile di E7 HPV-16 e uno 
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di controllo nella linea cellulare MCF-7. L’espressione della proteina 
ectopica introdotta e la mancanza di GSTP1 in tale linea è stata verificata 
tramite Western blotting (fig. 16A). Nella figura sono riportati anche i 
livelli proteici di GSTP1 e di E7 HPV-16 nei cloni HaCaT infettati. 
I dati quantitativi sulla morte celullare, dopo trattamento con UV, nei cloni 
MCF-7 infettati sono riportati nella figura 16B (colonne 3 e 4). Non vi è 
alcuna differenza quantitativa nel numero percentuale di cellule morte tra 
MCF-7 di controllo e quelle infettate con E7 HPV-16 (rispettivamente, 17,4 
% ± 1,7% vs 21,4 % ± 2,8 %), a dimostrazione dell’importanza della 
presenza di GSTP1 nel mediare l’aumentata sopravvivenza cellulare 
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Fig. 16.   Determinazione della morte cellulare dopo trattamento 
con UV in linee cellulari, infettate con E7 HPV-16, che 
esprimono o meno la GSTP1 (rispettivamente, HaCaT e 
MCF-7). 
A) Western blotting effettuato per saggiare la presenza della proteina ectopica 
(E7 HPV-16) infettata e per verificare l’assenza (linea MCF-7) o presenza (linea 
HaCaT) della GSTP1 endogena. 
B) Cellule infettate con E7 HPV-16 o con il solo vettore retrovirale (“control”) 
sono state irradiate con UV (UVB, 5 mJ/ cm2 per 1 minuto) e, trascorse 5h dal 
trattamento, è stata valutata la percentuale di morte cellulare in ciascun clone 
infettato. Il grafico riassume gli esperimenti di conta effettuati in triplicato nelle 
due linee cellulari analizzate. 
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4.9 Visualizzazione dei corpi apoptotici (saggio TUNEL)  
 
Per verificare e visualizzare l’effettiva differenza di morte tra i due cloni 
cellulari HaCaT analizzati nel paragrafo 4.8 è stato utilizzato il metodo 
fluorescente TUNEL (si veda paragrafo 3.17) che permette una colorazione 
specifica dei corpi apoptotici. Un’aliquota delle cellule sottoposte a conta 
del paragrafo 4.8, è stata fissata (con parafolmaldeide al 3%) su un vetrino e 
permeabilizzata per consentire l’entrata dell’enzima deossinucleotidil-
transferasi terminale (TdT) che, catalizzando una reazione di 
polimerizzazione del DNA, consente una marcatura dei nuclei soggetti a 
frammentazione. 
Nella figura 17 sono riportate le immagini al microscopio a fluorescenza 
delle cellule dopo saggio TUNEL, dove i corpi apoptotici appaiono colorati 
in verde. La colorazione con Hoescht 33342 permette la visualizzazione dei 
nuclei delle cellule (colorati in blu). Come si vede dalla figura, si osserva 
una netta differenza nel numero di corpi apoptotici osservati tra le cellule di 
















Fig 17.  Visualizzazione dei corpi apoptotici mediante colorazione 
TUNEL. 
Nella figura sono riportate immagini di cellule HaCaT dopo colorazione apoptosi-
specifica TUNEL (in verde) e colorazione dei nuclei tramite Hoechst 33342 (in 
blu). La sovrapposizione delle due immagini (merge) consente una migliore 
visualizzazione del rapporto cellule vive-corpi apoptotici; si osserva una netta 
differenza in tale rapporto tra i due cloni cellulari analizzati. 
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4.10 Ruolo di E7 e GSTP1 nella sopravvivenza cellulare dopo 
irradiamento con UV 
 
I risultati nel paragrafo 4.8, sebbene ottenuti su una linea cellulare (MCF-7) 
che non rappresenta il target naturale del virus, sono una prima positiva 
verifica dell’ipotesi che i meccanismi di sopravvivenza causati dalla 
presenza di E7 HPV-16 sono mediati in buona parte da GSTP1.  
Per verificare ulteriormente quest’ipotesi e per definire più in dettaglio lo 
specifico ruolo svolto da GSTP1 ed E7 HPV-16 nella sopravvivenza di 
cellule HaCaT dopo induzione con UV, è stata utilizzata la tecnica di “RNA 
inteference” che permette la degradazione di uno specifico mRNA cellulare 
attraverso l’introduzione nella cellula di piccole sequenze specifiche di 
RNA (siRNA). Sono stati utilizzati siRNA per degradare selettivamente 
mRNA di GSTP1 cellulare nei tre cloni HaCaT infettati. In tal modo è 
possibile valutare, su cellule HaCaT con GSTP1 silenziato, se E7 HPV-16 
sia ancora in grado di modificare la sopravvivenza cellulare dopo induzione 
con UV. 
I tre cloni cellulari sono stati trasfettati con siRNA specifici per la 
degradazione di GSTP1 (GSTP1 siRNA) e con siRNA di controllo (non 
targeting siRNA, NT siRNA). Questi ultimi non legano e, quindi, non 
causano la degradazione di alcun mRNA cellulare. Trascorse 72h, 
un’aliquota delle cellule è stata lisata e analizzata per l’espressione di 
GSTP1 mediante Western blotting per quantificare l’efficienza 
dell’abbassamento dei livelli proteici di GSTP1. Come si vede nella figura 
18A, in tutti e tre i cloni è stata ottenuta una buona efficienza di 
“interference” (intorno al 75-90%, dato ottenuto confrontando, mediante 
analisi densitometrica, l’intensità del segnale della banda di GSTP1 nel 
lisato cellulare trasfettato con NT siRNA e quello con GSTP1 siRNA).  
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Le restanti cellule sono state irradiate con UV e, dopo 5h, è stata effettuata 
una conta delle cellule vitali. La differenza tra numero di cellule vitali non 
irradiate e irradiate rappresenta il numero percentuale di cellule morte dopo 
trattamento con UV (“% dead cell”). Nel grafico della figura 18B, sono 
riassunti i risultati ottenuti espressi in media ± errore standard (SEM). Nelle 
cellule di controllo trasfettate con NT siRNA e con GSTP1 siRNA, la 
percentuale di morte risulta essere, rispettivamente, del 28.9 ± 2.3% e del 
30.2 ± 3.6%; nelle cellule infettate con E7 HPV-16, rispettivamente, del 4.5 
± 1.6% e del 19.0 ± 1.7%; nelle cellule infettate con E7 HPV-16 Mut, 
rispettivamente, del 19.4± 1.2% e del 28.1 ± 1.0%.  
L’aumentata sopravvivenza causata dalla presenza di E7 nelle cellule 
HaCaT, già verificata nel paragrafo 4.8, si osserva confrontando le colonne 
1 e 3. Quando nelle cellule infettate con E7 HPV-16 vengono fortemente 
diminuiti i livelli proteici di GSTP1, si osserva un aumento, statisticamente 
significativo, della morte cellulare (colonne: 3 vs 4) che testimonia 
l’importanza della presenza di GSTP1 nel mediare il ruolo antiapoptotico 
svolto da E7 all’interno della cellula. Gli esperimenti effettuati con le 
HaCaT infettate con E7 HPV-16 Mut rafforzano tale ipotesi. Tale proteina 
mutata non ha la stessa efficacia di E7 wild-type nella protezione dalla 
morte cellulare (colonne: 3 vs 5, differenza statisticamente significativa); 
questo dato si può interpretare sulla base della difficoltà della proteina 
virale mutata di legare efficacemente GSTP1. Infatti, quando viene 
interferita l’espressione di GSTP1 in queste cellule, si assiste ad un 
annullamento completo della funzione di protezione operata dalla proteina 
virale (colonne 2 vs 6, differenza non statisticamente significativa).  
Questi esperimenti effettuati con la proteina mutata, ci permettono di 
affermare che il legame tra E7 HPV-16 e GSTP1 è importante per il ruolo 
anti-apoptotico, tramite inibizione dell’attività di JNK1, svolto da E7 nella 
cellula infettata. 
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Fig. 18. Ruolo di E7 HPV-16, di GSTP1 e della loro interazione nella sopravvivenza cellulare dopo trattamento con UV. 
A) Westen blotting effettuato nei tre cloni cellulati analizzati per valutare il livello proteico di GSTP1, dopo transfezione con siGSTP1 
RNA o con “Non Targeting” siRNA (controllo); B) le cellule transfettate vengono esposte ad UV (UVB, 5 mJ/ cm2 per 1 minuto) ed 
effettuata un conta vitale. È stata calcolata la differenza nel numero di cellule vitali tra cellule non esposte ed esposte agli UV ed espressa 
tramite percentuale di morte cellulare (“% dead cells”). Il grafico della figura riassume i risultati (esperimenti effettuati in triplicato ed 
espressi come media ± SEM); C) Nella tabella sono riassunti tutti i dati del grafico B statisticamente significativi (espressi come valore p, 
calcolati mediante Student’s t test, e relativa significatività statistica). 
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5 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
 
Le oncoproteine dei piccoli virus a DNA sono potenti “strumenti 
molecolari” capaci di riprogrammare a vari livelli le funzioni della cellula 
ospite. La proteina E7 di HPV, nonostante le sue piccole dimensioni (98 
aminoacidi), possiede un gran numero di caratteristiche biologiche 
finalizzate ad assistere la replicazione virale nella cellula ospite. 
L’espressione persistente di E7 degli HPV cosiddetti “ad alto rischio”, quali 
HPV-16, nella cellula infettata può favorire la comparsa e la selezione di 
cloni con elevata propensione alla trasformazione cellulare. 
Il ruolo più studiato di E7, e probabilmente anche il più importante, è 
correlato alla sua capacità di neutralizzare la funzione delle proteine 
appartenenti alla famiglia RB e, conseguentemente, disaccoppiare la 
proliferazione dal differenziamento cellulare.  
Sono stati dimostrati anche altri meccanismi d’azione di E7 che 
interferiscono drasticamente con i più importanti processi cellulari; in tal 
modo, tale oncoproteina favorisce la sopravvivenza, la replicazione del 
virus e la propensione alla trasformazione cellulare delle cellule infettate 
(Felsani et al., 2006; Helt e Galloway, 2003; Munger et al., 2001). 
Risulta quindi di notevole importanza l’individuazione di nuovi target 
cellulari di E7 per studiare i processi coinvolti nella trasformazione 
neoplastica associata all’infezione da HPV. 
In questo lavoro sperimentale, è stato valutato il possibile effetto del legame 
E7 HPV-16/GSTP1 cellulare su entrambi i ruoli funzionali di GSTP1. Sia la 
funzione enzimatica di GSTP1 nei fenomeni di detossificazione che la sua 
funzione inibitoria sulla fosforilazione di JNK1 (Adler et al., 1999), 
possono essere compatibili con un’aumentata sopravvivenza cellulare e con 
l’inibizione del processo apoptotico, caratteristiche riscontrate nelle cellule 
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infettate con E7 HPV-16 (si vedano i dati quantitativi di sopravvivenza 
cellulare e colorazione TUNEL, paragrafi 4.8 e 4.9). La capacità di E7 di 
legare e di modificare funzionalmente la proteina GSTP1 può portare 
all’identificazione e la caratterizzazione di un nuovo meccanismo 
molecolare mediante il quale tale proteina, che rappresenta il principale 
agente trasformante del virus, favorendo la sopravvivenza di cloni ad alto 
rischio di trasformazione, è in grado di indurre l’insorgenza di tumori.  
Il modello sperimentale scelto per questo studio è stato la linea cellulare di 
cheratinociti umani immortalizzati (HaCaT). La scelta del tipo cellulare è 
legata essenzialmente allo spiccato tropismo verso i tessuti epiteliali 
mostrato in natura dagli HPV.  
I livelli proteici e di attività catalitica di GSTP1 non sono modificati né 
dalla presenza di E7 HPV-16, un risultato in accordo con i precedenti dati 
di letteratura (Chen and Nirunsuksiri, 1999), né dall’espressione di E7 
HPV-16 Mut, la forma mutata della proteina virale con ridotta affinità per 
GSTP1 che rappresenta un buon modello per verificare se i dati ottenuti in 
questo lavoro dipendano o meno dal legame di E7 con GSTP1. I livelli 
proteici di GSTP1 restano inalterati anche quando è stata aumentata, 
mediante trasfezione, la quantità di E7 nella cellula. Quindi, si può 
concludere che la presenza di E7 non altera la quantità totale di GSTP1 nè 
la sua attività catalitica.  
Oltre all’azione catalitica svolta essenzialemente dalla forma omodimerica 
di GSTP1, questa proteina, in forma monomerica ridotta, inibisce 
l’attivazione del pathway apoptotico regolato da JNK1 (Adler et al., 1999). 
I dati e il modello molecolare d’interazione qui presentati permettono di 
ipotizzare un meccanismo tramite il quale viene mantenuto attivo tale ruolo 
regolatorio di GSTP1 mediante l’interazione fisica con E7.  
La presenza di E7 causa una forte diminuzione dei livelli fosforilati di 
JNK1 e, quindi, una minore attivazione del pathway apoptotico JNK1-
dipendente. Inoltre, è stato dimostrato che il legame E7 HPV-16/GSTP1 
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porta ad una diminuzione drastica delle forme ossidate di GSTP1, che 
inattiverebbe tale proteina. In particolare, E7 diminuisce la quantità di 
forma monomerica ossidata di GSTP1, permettendo così una 
stabilizzazione della forma monomerica ridotta la quale inibisce la 
fosforilazione di JNK1 (Adler et al,1999). Il concomitante aumento dei 
livelli di glutatione ridotto cellulare causato dalla presenza di E7, da 
considerare verosimilmente come risposta allo stress in atto nelle cellule 
infettate con E7, può agire in modo sinergico nel far aumentare la 
concentrazione di GSTP1 in forma ridotta. 
In condizioni di stress ossidativo, si assiste alla multimerizzazione della 
GSTP1 tramite formazione di ponti disolfuro intermolecolari che portano 
all’inattivazione dell’enzima (Adler et al., 1999; Wang et al., 2001; 
Cumming et al., 2001). Il residuo aminoacidico Cys47 è quello più reattivo 
nei confronti dei reagenti SH-specifici e sue modificazioni covalenti, quali 
ponti disofluro, portano alla perdita dell’attività della GSTP1 (Lo Bello et 
al., 1990). GSTP1 risulta inattivata se la Cys47 forma un ponte disolfuro 
intramolecolare con la Cys 101 (Ricci et al.,1991; Shen et al., 1993).  
Secondo il modello molecolare dell’interazione E7 HPV-16/GSTP1 
presentato in questo lavoro, E7 HPV-16 si interpone tra i residui 
aminoacidici Cys47 e Cys101 di GSTP1 causando un ingombro sterico che 
rende impossibile la formazione di un ponte disolfuro intramolecolare tra le 
due cisteine. Sperimentalmente questa ipotesi è stata verificata: infatti si 
osserva che E7 causa una forte diminuzione dei livelli di monomero 
ossidato, indotti dallo stress ossidativo (trattamento con UV o con perossido 
d’idrogeno). 
In base ai dati in silico e sperimentali qui riportati, è possibile ipotizzare che 
E7 sia in grado di mantenere un pool di molecole di GSTP1 inaccessibile 
all’attacco ossidativo e, quindi, di creare una riserva di GSTP1 in forma 
monomerica ridotta, attiva nell’inibizione di JNK1 (fig. 19). Inoltre, 
secondo tale modello, il legame di E7 con GSTP1 monomero, rende 
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impossibile il legame con un altro monomero di GSTP1, prevenendo di 
fatto l’omodimerizzazione della GSTP1 e aumentando così di fatto la 
concentrazione di GSTP1 in forma monomerica. 
Questa ipotesi è confermata dai dati ottenuti esprimendo, in cellule HaCaT, 
una forma mutata della proteina virale (E7 HPV-16 Mut) che non riesce a 
legare GSTP1 in modo efficiente. In queste cellule, infatti, sia i livelli di 
ossidazione di GSTP1 che quelli di fosforilazione di JNK1 risultano più alti 
se paragonati con quelli ottenuti da cellule HaCaT che esprimono la forma 
wild-type di E7.  
Una valida conferma dell’importante ruolo svolto da GSTP1 nel mediare 
l’azione anti-apoptotica svolta da E7 viene dai dati sulla sopravvivenza 
cellulare. Infatti, in cellule mancanti di GSTP1 endogena (cellule MCF-7) e 
in cellule HaCaT “interferite” per l’espressione di GSTP1 (utilizzo di 
siRNA specifici), entrambe infettate con E7 HPV-16, si assiste, dopo 
esposizione UV, ad una drastica diminuzione della sopravvivenza cellulare. 
Lo stesso risultato si ottiene in cellule HaCaT che esprimono E7 HPV-16 
Mut. Un’indicazione indiretta che le differenze riscontrate nei dati di 
sopravvivenza cellulare dipendono dall’alterazione del pathway regolato da 
GSTP1 e JNK1, viene dai dati sulla valutazione quantitativa dello stress 
ossidativo causato dalle proteine virali infettate. Infatti, nelle cellule HaCaT 
infettate sia con la forma wild-type che mutata di E7, si assiste ad un 
aumento generico dello stress ossidativo in atto nella cellula (si veda 
l’aumento dell’attività della glutatione perossidasi e dei livelli di glutatione 
ridotto) che non trovano riscontro con le differenze di sopravvivenza 
cellulare riscontrate nelle due linee cellulari infettate.  
Questi dati permettono di affermare che GSTP1 gioca un ruolo importante 
nei meccanismi anti-apoptotici svolti da E7, visto che la presenza di 
entrambe risulta essenziale per garantire tale aumento di sopravvivenza 
cellulare. 
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Ci sono delle proteine cellulari che svolgono un ruolo simile ad E7 HPV-16 
nel regolare il pathway apoptotico inibito da GSTP1. Ad esempio, la 
proteina FANCC (Fanconi anemia group C protein) lega GSTP1 e la 
mantiene nella forma ridotta durante stress ossidativo prevenendo così 
l’attivazione del processo apoptotico (Cumming et al., 2001). Quindi, E7 
HPV-16 sembra mimare tali proteine regolatorie di GSTP1 svolgendo la 
stessa funzione di prevenzione dell’ossidazione di GSTP1 e, 
conseguentemente, conferendo alla cellula infettata un vantaggio selettivo 
in termini di la sopravvivenza cellulare. 
Questo lavoro mette, quindi, in evidenza un possibile nuovo meccanismo 
svolto dalla proteina E7 HPV-16 atto ad aumentare la sopravvivenza 
cellulare e quindi la sua capacità trasformante. Infatti l’espressione costante 
di tale proteina virale può: 1) accelerare o indurre l’entrata nel ciclo 
cellulare (Helt and Galloway 2003; Felsani et al. 2006); 2) indurre mitosi 
aberranti, aumentando così l’instabilità genomica (Duensing et al. 2000; 
Lavia et al. 2003); 3) aumentare la sopravvivenza cellulare tramite i 
meccanismi discussi sopra.  
Queste caratteristiche possono agire sinergicamente per favorire l’insogenza 
e la successiva selezione di cloni cellulari trasformati che possono portare 
allo sviluppo di neoplasie (McLaughlin-Drubin and Munger, 2008). 
Lo studio di interazioni fisiche delle oncoproteine virali degli HPV ad alto 
rischio con componenti proteici della cellula ospite rappresenta dunque un 
importante strumento per ricostruire la complessa rete dei processi 
provocati da questi virus durante l’infezione e la successiva trasformazione 
cellulare. Gli elementi chiave di questi processi potranno essere utilizzati in 
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Fig. 19.  Regolazione del processo apoptotico mediato da GSTP1 
ed E7. 
Si confronti questo schema con quello della figura 6 (paragrafo 1.2.2). Grazie 
all’interazione diretta tra E7 e GSTP1, anche in condizioni di stress ossidativi, 
viene mantenuto un pool di GSTP1 in forma monomerica ridotta. In tale stato, 
GSTP1 è in grado di legare ed inibire la fosforilazione di JNK1, con conseguente 
inibizione del processo apoptotico. Con tale meccanismo, E7 aumenta la 
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